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ABSTRAKT 
 
Cílem předložené diplomové práce je optimalizace postupu izolace kolagenu z živočišných 
tkání, optimalizace metod molekulární charakterizace izolátů a testování jejich stability. 
V rámci experimentální části práce byly provedeny izolace kolagenu z živočišných tkání 
(kuřecí, slepičí, kapří a vepřová kůže. Koncentrace celkových proteinů byla stanovena 
biuretovou metodou a metodou TNBSA. Obě tyto metody byly použity také při studiu 
fyziologické a tepelné stability izolátů v modelových prostředích. Molekulární charakterizace 
vyizolovaného kolagenu byla provedena PAGE–SDS elektroforézou a mikročipovou 
elektroforézou. Mechanické vlastnosti byly ověřeny viskozimetricky. Dále bylo analyzováno 
aminokyselinové složení a obsah stopových prvků. Stabilita izolovaných preparátů byla 
testována v různých typech simulovaného fyziologického i patologického prostředí.  
Izolace kolagenu z kuřecí kůže poskytla poměrně uspokojivé výtěžky, bylo získáno až 15 % 
purifikovaného kolagenu z původní hmotnosti biologického materiálu. Ve všech 
analyzovaných tkáních byla nalezen kolagen typu I. Tepelná stabilita preparátů se lišila 
v závislosti na typu organismu i na jeho stáří. Viskozimetrické měření potvrdilo vyšší 
termostabilitu u kolagenu získaného ze starších jedinců. Kolagenáza vykazovala nejnižší  
degradační efekt na hovězí kolagen, zatímco efekt vybraných směsných preparátů 
mikrobiálních hydroláz se lišil v závislosti na typu enzymového preparátu. Inkubace 
s potenciálními humánními mikrobiálními patogeny potvrdila vyšší odolnost vůči tvorbě 
biofilmu u hovězího kolagenu ve srovnání s kuřecím. 
 
 
ABSTRACT 
 
The aim of the proposed diploma thesis is to optimize the procedure of collagen isolation 
from animal tissues and methods for molecular characterization of isolates.  
In experimental part, isolations of collagens from animal tissues (chicken, hen, carp, and 
pork skin) were performed. Total protein concentration was determined by Biuret method and 
by TNBSA method. Both methods were used also in order to study physiological and thermal 
stability of the isolates under model conditions. Isolated collagens were characterized at 
molecular level using PAGE–SDS and microfluidic electrophoresis. Further, amino acids 
composition and microelement content were analyzed. Finally, the stability of isolated 
collagens in several types of simulated physiological and pathological conditions was tested 
too. 
During isolation relatively sufficient collagen yields were obtained (about 15 % of purified 
collagen per original mass of biological material). In all analyzed tissues Type I collagen was 
found. Thermal stability of individual samples differed according to biological source type 
and tissue age. Viscosimetry measurements confirmed higher stability in collagen samples of 
older animals. Collagenase exhibited the lowest degradation effect to bovine collagen, while 
selected mixed microbial hydrolases differed according to enzyme preparative type. 
Incubation of collagen isolates with selected human pathogens confirmed higher resistance of 
bovine collagen to biofilm formation when compared with the chicken one.  
 
 
 
 
 
 
 - 3 -
KLÍČOVÁ SLOVA 
 
kolagen, biomateriál, izolace kolagenu 
 
KEYWORDS 
 
collagen, biomaterial, isolation of collagen 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 - 4 - 
MIKULÍKOVÁ, Z. Charakterizace kolagenu izolovaného z různých živočišných tkání. Brno: 
Vysoké učení technické v Brně, Fakulta chemická, 2010. 108 s. Vedoucí diplomové práce 
doc. RNDr. Ivana Márová, CSc. 
 
 
 
 
PROHLÁŠENÍ 
 
Prohlašuji, že diplomová práce byla vypracována samostatně a že všechny použité literární 
zdroje jsou správně a úplně citovány. Tato práce je z hlediska obsahu majetkem Fakulty 
chemické  Vysokého učení technického v Brně a může být využita ke komerčním účelům jen 
se souhlasem vedoucího diplomové práce a děkana FCH VUT. 
 
 
 ................................  
podpis diplomanta 
 
 
 
 
 
 
 
 
Poděkování: 
 
Chtěla bych nejvíce poděkovat vedoucí diplomové práce doc. RNDr. I. Márové, Csc. za 
odborné vedení a za trpělivost. Dále bych chtěla velice poděkovat doc. Kučeríkovi, doc. 
Smrčkovi, Ing. Moosovi a Ing. Obručovi. Děkuji také mojí rodině za podporu . 
 - 5 -
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 - 6 - 
OBSAH 
 
1 ÚVOD ........................................................................................................................... - 9 - 
 
2 TEORETICKÁ ČÁST................................................................................................. - 11 - 
 
2.1 Kolagen ............................................................................................................... - 11 - 
2.1.1 Struktura a složení....................................................................................... - 11 - 
2.1.2 Typy kolagenu............................................................................................. - 13 - 
2.1.3 Fyzikálně – chemické vlastnosti kolagenu.................................................. - 15 - 
2.1.3.1 Polyelektrolytický charakter a botnání.................................................... - 15 - 
2.1.3.2 Denaturace a renaturace .......................................................................... - 15 - 
2.1.3.3 Hydrotermální stabilita a hydratace ........................................................ - 15 - 
2.1.3.4 Přeměna na želatinu ................................................................................ - 16 - 
2.1.4 Roztok kolagenu.......................................................................................... - 16 - 
2.1.5 Mechanická a strukturální funkce ............................................................... - 17 - 
2.1.5.1 Fibrilární kolagen .................................................................................... - 17 - 
2.1.5.2 Průměr vláken ......................................................................................... - 17 - 
2.1.5.3 Nefibrilární kolagen ................................................................................ - 19 - 
2.1.6 Biosyntéza kolagenu ................................................................................... - 19 - 
2.1.7 Degradace kolagenu .................................................................................... - 21 - 
2.1.7 Fyziologie kolagenu .................................................................................... - 22 - 
2.1.8 Onemocnění spojená s poruchami struktury kolagenu ............................... - 23 - 
2.1.9 Biomedicínské aplikace kolagenu............................................................... - 24 - 
2.1.10 Metody analýzy a detekce kolagenu ........................................................... - 26 - 
2.2 Biomateriály a biokompatibilita.......................................................................... - 27 - 
2.3 Biomateriály na bázi kolagenu a jejich využití ................................................... - 30 - 
2.3.1 Aplikace kolagenních materiálů.................................................................. - 31 - 
2.3.2 Imunologická odpověď na kolagenové materiály ....................................... - 33 - 
2.3.3 Odolnost kolagenových materiálů............................................................... - 33 - 
2.4 Stopové prvky v kolagenní tkáni......................................................................... - 34 - 
2.4.1 Základní charakteristiky prvků v lidském organismu a skeletu.................. - 34 - 
2.4.2 Stopové prvky u živočichů .......................................................................... - 36 - 
2.4.3 Metody analýzy stopových prvků ............................................................... - 37 - 
2.5 Izolace kolagenu z různých živočišných tkání.................................................... - 37 - 
2.5.1 Materiál ....................................................................................................... - 37 - 
2.5.2 Metody ........................................................................................................ - 37 - 
2.6 Možnosti analýzy proteinů v biologickém materiálu.......................................... - 38 - 
2.6.1 Metody stanovení celkové koncentrace proteinů ........................................ - 38 - 
2.6.1.1 Biuretová metoda .................................................................................... - 39 - 
2.6.1.2 Hartree – Lowryho metoda ..................................................................... - 40 - 
2.6.1.3 Stanovení proteinů měřením absorbance v UV oblasti ........................... - 40 - 
2.6.2 Metody pro stanovení primárních aminoskupin.......................................... - 40 - 
2.6.2.1 Ninhydrinová metoda stanovení aminoskupin........................................ - 40 - 
2.6.2.2 Metoda TNBSA (2,4,6 – trinitrobenzensulfonová kyselina) .................. - 41 - 
2.6.3 Hydrolýza bílkovin...................................................................................... - 41 - 
2.6.4 Elektromigrační separační metody.............................................................. - 42 - 
2.6.4.1 Princip elektroforézy ............................................................................... - 42 - 
2.6.4.2 Elektroforéza v polyakrylamidovém gelu (PAGE)................................. - 43 - 
2.6.4.3 Mikročipová elektroforéza ...................................................................... - 44 - 
 - 7 -
CÍLE PRÁCE ...................................................................................................................... - 46 - 
 
3 EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST....................................................................................... - 47 - 
 
3.1 Chemikálie, biologický materiál, přístroje a zařízení ......................................... - 47 - 
3.1.1 Standardní a speciální chemikálie ............................................................... - 47 - 
3.1.2 Biologický materiál ..................................................................................... - 47 - 
3.1.3 Přístroje a zařízení....................................................................................... - 47 - 
3.2 Pracovní postup izolace kolagenu z živočišné tkáně .......................................... - 48 - 
3.4 Stanovení koncentrace celkových proteinů......................................................... - 50 - 
3.3.1 Biuretová metoda ........................................................................................ - 50 - 
3.3.1.1 Roztoky ................................................................................................... - 50 - 
3.3.1.2 Kalibrace biuretové metody .................................................................... - 50 - 
3.3.1.3 Měření koncentrace bílkovin v izolátech kolagenu................................. - 50 - 
3.3.2 Metoda TNBSA........................................................................................... - 51 - 
3.3.2.1 Roztoky ................................................................................................... - 51 - 
3.3.2.2 Kalibrace metody TNBSA ...................................................................... - 51 - 
3.3.2.3 Měření volných aminoskupin u  izolátů kolagenu .................................. - 51 - 
3.5 Analýza kolagenu................................................................................................ - 51 - 
3.4.1 Vertikální PAGE SDS elektroforéza........................................................... - 51 - 
3.4.1.1 Roztoky ................................................................................................... - 51 - 
3.4.1.2 Polyakrylamidový gel ............................................................................. - 52 - 
3.4.1.3 Příprava vzorků ....................................................................................... - 52 - 
3.4.1.4 Provedení elektroforézy .......................................................................... - 52 - 
3.4.1.5 Barvení, odbarvování a vyhodnocení gelu.............................................. - 53 - 
3.4.2 Aminokyselinové složení izolátů kolagenu................................................. - 54 - 
3.6 Studium stability izolovaných kolagenů ............................................................. - 55 - 
3.5.1 Tepelná stabilita .......................................................................................... - 55 - 
3.5.2 Fyziologická stabilita .................................................................................. - 55 - 
3.5.3 Kultivace bakterií v přítomnosti kolagenu a sledování jejich vlivu............ - 55 - 
3.6. Analýza elementárního složení ................................................................................ - 56 - 
 
4 VÝSLEDKY A DISKUZE ......................................................................................... - 57 - 
 
4.1 Izolace kolagenu z různých živočišných tkání.................................................... - 57 - 
4.1.1 Průběh izolace a výtěžky............................................................................. - 57 - 
4.1.2 Stanovení obsahu vody v kolagenových izolátech...................................... - 57 - 
4.2 Stanovení koncentrace celkových proteinů v kolagenových preparátech........... - 58 - 
4.2.1 Biuretová metoda ........................................................................................ - 58 - 
4.2.2 Metoda TNBSA........................................................................................... - 65 - 
4.3 PAGE – SDS elektroforéza ................................................................................. - 70 - 
4.3.1 Elektroforetické stanovení izolátů kolagenu z živočišných tkání ............... - 71 - 
4.3.1.1 Optimalizace poměru kolagenu k pepsinu .............................................. - 71 - 
4.3.1.2 Elektroforetické zobrazení rozdílu mezi kolagenem různého stáří ......... - 73 - 
4.3.1.3 Elektroforéza izolátů z živočišných tkání ............................................... - 74 - 
4.3.1.4 Barvení stříbrem...................................................................................... - 77 - 
4.3.1.5 Aparatura Mini Protean Tetra Cell (Bio-Rad) – testování podmínek ..... - 78 - 
4.3.1.6 Elektroforéza izolátů kolagenu na aparatuře Mini Protean Tetra Cell.... - 80 - 
4.3.1.7 Mini Protean Tetra Cell  - 7,5% Precast gel............................................ - 81 - 
4.3.2 Elektroforetické stanovení kolagenů z ÚCHM VUT Brno......................... - 82 - 
 - 8 - 
4.4 Studium stability izolátů kolagenu...................................................................... - 84 - 
4.4.1 Fyziologická stabilita .................................................................................. - 84 - 
4.4.1.1 Biuretová metoda .................................................................................... - 84 - 
4.4.1.2 Metoda TNBSA....................................................................................... - 85 - 
4.4.1.3 PAGE – SDS elektroforéza ..................................................................... - 86 - 
4.4.2 Tepelná stabilita .......................................................................................... - 89 - 
4.4.2.1 Biuretová metoda .................................................................................... - 89 - 
4.4.2.2 Metoda TNBSA....................................................................................... - 90 - 
4.4.2.3 PAGE – SDS elektroforéza ..................................................................... - 91 - 
4.4.3 Mikrobiální stabilita kolagenu .................................................................... - 92 - 
4.4.3.1 Kultivace bakterií Pseudomonas aeruginosa a Escherichia coli ............. - 92 - 
4.4.3.2 Měření zákalu – posouzení růstu bakterií ............................................... - 94 - 
4.4.3.3 PAGE – SDS elektroforéza ..................................................................... - 95 - 
4.5 Viskozimetrická analýza kolagenových izolátů .................................................. - 98 - 
4.6 Aminokyselinové složení izolátů kolagenu....................................................... - 100 - 
4.7 Analýza stopových prvků ve vzorcích živočišných tkání ................................. - 101 - 
 
5 ZÁVĚRY................................................................................................................... - 102 - 
 
6 SEZNAM POUŽITÝCH ZKRATEK ....................................................................... - 105 - 
 
7 LITERATURA.......................................................................................................... - 106 - 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 - 9 -
1 ÚVOD 
 
Intenzivně se rozvíjející oblastí biomedicínského výzkumu je použití biomateriálů pro 
regeneraci, upravení a nahrazení tkání a dalších částí lidského těla. Cílem vývoje biomateriálů 
je poskytnutí podpůrného materiálu, který co nejdokonaleji nahradí požadovanou část a 
nezpůsobí nežádoucí imunologickou odpověď organismu. Tyto materiály mohou být 
syntetického nebo přírodního původu. 
Při použití syntetických materiálů v biologickém prostředí nesmí materiál ani jeho 
degradační produkty působit toxicky. Toxicita takového materiálu na biologický objekt se 
vyjadřuje pojmem biokompatibilita. Ta signalizuje schopnost materiálu fungovat s vhodným 
hostitelem za specifických podmínek. Mezi přírodní materiály využívané v biomedicínských 
aplikacích řadíme např. kolagen, elastin a kyselinu hyaluronovou. 
Kolagen je nejrozšířenější bílkovinou v živočišném světě. Je hlavní složkou pojivových 
tkání jako např. kůže, kostí, chrupavek, šlach a vaziva a také významnou součástí cévních 
stěn, bazálních membrán a rohovek. Díky své vysoce organizované struktuře uděluje tkáním 
specifické mechanické vlastnosti, má opěrnou a ochrannou funkci a také vysokou schopnost 
regenerace.   
Nejběžnější industriální aplikace kolagenu zahrnují kožedělný průmysl, potravinářství 
(např. střeva na uzeniny), farmaceutický a kosmetický průmysl. S nejvýznamnější aplikací se 
setkáváme v biomedicínské oblasti – např. léčba popálenin, cévní a orgánové protézy šicí 
vlákna pro chirurgii apod. Velkou předností těchto materiálů je jejich biodegradabilita a nízká 
antigenita. 
Hlavními zdroji kolagenu pro průmysl jsou hovězí a vepřové kosti a kůže. Nárůst případů 
BSE (bovinní spongiformní encefalopatie – „nemoci šílených krav“) a také slintavky a 
kulhavky, znepokojilo uživatele, i když nebyl přenos ze zvířete na člověka přímo potvrzen. 
Dalším argumentem proti materiálům z hovězího a vepřového kolagenu jsou náboženské 
důvody. Tímto vzrostl zájem o izolace kolagenu z alternativních zdrojů, jako je např. odpad 
při zpracování ryb apod. 
Cílem předložené diplomové práce je optimalizace izolačního postupu kolagenu 
z alternativních zdrojů (kuřecí, rybí, vepřová kůže), molekulární charakterizace a studium 
stability izolátů.  
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2 TEORETICKÁ ČÁST 
2.1 Kolagen 
  
Kolagen, který je hlavní složkou většiny pojivových tkání, představuje zhruba 25 % všech 
bílkovin v organismu savců. Tvoří extracelulární nosnou kostru všech metazoí a je přítomen 
ve všech živočišných tkáních [1].  
Mechanické vlastnosti kolagenu jsou dány jeho specifickou strukturou, charakteristickou 
vysokým stupněm vnitřní organizace molekul. Kolagen tvoří hlavní organickou složku kůže, 
kostí, chrupavek, šlach a vaziva. Je rovněž významnou součástí cévních stěn, bazálních 
membrán a rohovek. Má opěrnou a ochrannou funkci a patří ke klíčovým proteinům životních 
pochodů ve zdravém i v nemocném organismu [2]. 
Kolagen je příkladem různých vztahů mezi strukturou a funkcí. Zatímco kolagen šlach tvoří 
vysoce asymetrické struktury s velkou pevností v tahu, kolagen kůže tvoří jen volně spojená 
ohebná vlákna. Tvrdé oblasti kostí a zubů se skládají z kolagenu, který obsahuje polymer 
fosforečnanu vápenatého (hydroxyapatitu), zatímco kolagen rohovky oka je tak pravidelně 
uspořádaný, že je téměř krystalický a je průhledný [1]. 
Základní jednotkou kolagenu je vlákno, které vzniká velmi těsným vzájemným ovinutím tří 
polypeptidových řetězců. Množství takových vláken uložených stupňovitě a navzájem 
rovnoběžně tvoří kolagenní fibrily, které jsou vlastní stavební jednotkou různých útvarů 
mezibuněčné hmoty [3]. Role těchto fibrilů spočívá v udržování tkáňové integrity a 
v poskytování specifických mechanických vlastností nezbytných pro každou pojivovou tkáň. 
Rovněž existují další genetické typy kolagenu, které fibrily netvoří a nachází se v tkáních 
v mnohem menším množství [4]. 
Z biomedicínského pohledu hraje kolagen důležitou roli při hojení ran, vývoji krevních 
destiček a při angiogenezi. Kromě toho byl zaznamenán nárůst vrozených vad způsobených 
mutací v genech kolagenu. Poruchy syntézy, degradace nebo imunologie kolagenu může 
zapříčinit např. jaterní fibrózu, diabetes, rakovinu, stejně tak jako stárnutí [2]. 
Kolagen je obnovitelnou surovinou a jeho zdroje jsou téměř neomezené. Je proto snaha 
neustále zdokonalovat preparáty z něho vyráběné a hledat nové možnosti jejich zpracování a 
využití. 
 
2.1.1 Struktura a složení 
 
Všechny typy kolagenu mají strukturu trojité šroubovice. Základní stavební jednotka 
kolagenu, tropokolagen, je složen ze 3 polypeptidových řetězců. Každá polypeptidová 
podjednotka, čili α – řetězec, je stočena do levotočivé spirály, na jeden závit řetězce připadají 
tři aminokyseliny (AMK). Tři levotočivé helikální polypeptidy jsou stočeny dohromady a 
vytvářejí pravotočivou trojitou šroubovici (superhelix), která je stabilizována vodíkovými 
vazbami mezi jednotlivými polypeptidovými řetězci. Superhelix vytváří tyčinkovitou 
molekulu o průměru 1,4 nm a dlouhou zhruba 300 nm. Struktura trojité šroubovice je odolná 
vůči rozvinutí protože vlastní trojitá šroubovice a její tři skladebné polypeptidy jsou stočeny 
v opačných směrech [1]. 
Nápadnou vlastností kolagenu je přítomnost glycinu na každé třetí pozici v trojšroubovicové 
části α – řetězce. Opakující se struktura, představovaná sekvencí (Gly-X-Y)n, je absolutním 
požadavkem pro vznik trojité šroubovice. X a Y mohou být libovolná jiná AMK, ale zhruba 
100 AMK v pozici X představuje prolin a zhruba 100 AMK v pozici Y představuje 
hydroxyprolin [1]. Z prostorových důvodů leží glycinové zbytky uvnitř trojité spirály (jsou 
dostatečně malé pro obsazení vnitřního prostoru) a tím umožňují, aby se tři α – řetězce těsně 
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semkly do konečného kolagenového superhelixu. Prolin díky své kruhové struktuře umožňuje 
vytvořit levotočivou konformaci každého α – řetězce, s třemi AMK zbytky na otáčku. 
Oblasti tvořené AMK s nízkou molární hmotností, je možno považovat za krystalické, 
vysoce orientované úseky. Naopak oblasti s nashromážděnými vysokomolekulárními 
polárními AMK (např. Asp, Glu, Lys, Arg) nemají přísně uspořádanou stavbu, jsou méně 
orientované až amorfní. Pro jejich konformační volnost a přítomnost polárních skupin je lze 
považovat za reaktivní místa kolagenové molekuly. Toto rozložení polárních a nepolárních 
AMK má vztah k příčnému pruhování kolagenových fibril [2]. 
 
Obr. 1: Hlavní rysy struktury kolagenu na molekulární úrovni, počínající primární sekvencí 
až na úroveň vláken [1] 
 
 
 
 
  
Vlákna fibrilárních typů kolagenu jsou sestavována podélným přikládáním 
trojšroubovicových jednotek. Každá jednotka je podélně posunutá vůči jednotce sousední o 
poněkud méně než jednu čtvrtinu svojí délky, což způsobuje, že kolagenní vlákna se jeví 
v mikroskopu jako příčně pruhovaná. Kolagenní vlákna jsou dále stabilizována tvorbou intra- 
i intermolekulárních kovalentních příčných vazeb. Příčné vazby vznikají působením 
lysyloxidasy, což je enzym obsahující měď, který katalyzuje oxidativní deaminaci ε – 
aminoskupin některých lysinových a hydroxylysinových zbytků za vzniku reaktivního 
aldehydu. Aldehydy pak mohou reagovat buď aldolovou kondenzací s aldehydy vytvořenými 
na jiných lysinových nebo hydroxylysinových zbytcích, nebo mohou tvořit Schiffovy báze s  
ε – aminoskupinami neoxidovaných lysinů nebo hydroxylysinů. Těmito reakcemi vznikají 
stabilní kovalentní příčné vazby, které jsou důležité pro odolnost kolagenních vláken vůči 
namáhání v tahu [1]. 
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Obr. 2: Znázornění detailu vlákna kolagenu [5] 
 
 
 
2.1.2 Typy kolagenu 
 
V současné době je známo více jak 20 různých typů kolagenu [6]. Navzájem se liší 
především složením AMK, nehelikálním koncem a délkou molekuly [2,6]. Typy a 
charakteristika některých typů kolagenu jsou uvedeny v Tabulce 1.  
Pět nejrozšířenějších typů kolagenu nacházejících se ve fibrilách jsou typ I, II, II, V a XI. 
Typ I je majoritní kolagen kostí, šlach rohovky a vazů a tvoří téměř 90 % kolagenu 
přítomného v těle. Jde o heterotrimer složený ze dvou α1(I) – řetězců a jednoho α2(I). Typ II, 
homotrimer ze tří α – řetězců, tvoří fibrily v chrupavkách, sklivci a v chordě dorsalis. 
Homotrimerní typ III je přítomen společně s typem I ve fibrilách pružných tkání. Např. 
v krevních cévách se nachází okolo 60 % typu III a kolem 40 % typu I a 15 % typu III a 85 % 
typu I ve fibrilách kůže. Typ III je neobvyklý z důvodu přítomnosti disulfidických vazeb 
spojujících tři řetězce. Minoritní kolagenové typy V a XI, které jsou heterotrimery, se nachází 
ve fibrilách společně s typy I, II a III. Např. kolagenové fibrily v kostech obsahují 95 % typu I 
dohromady s 5 % typu V [4]. 
Kolageny některých typů netvoří ve tkáních příčně pruhovaná vlákna. Na molekulární 
úrovni jsou tyto kolageny charakterizovány přítomností několika úseků, v nichž chybí 
opakující se sekvence Gly-X-Y, což vede k přerušení struktury trojité šroubovice. 
Trojšroubovicová struktura molekuly je tak přerušována úseky, které mají globulární 
strukturu. Nejlépe prostudovaným typem kolagenu s touto strukturou je kolagenu typu IV. 
Tento kolagen je důležitou složkou bazálních membrán, v nichž tvoří vzájemně propojenou 
síťovitou strukturu [1].  
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Tabulka 1: Typy a charakterizace známých kolagenů [2] 
 
Typ Řetězce Charakteristika Výskyt 
I α1(I), α2(I) nejčastější výskyt, málo 
hydroxylysinu 
kosti, šlachy, kůže, 
zubovina, vazivo, 
děloha, cévy 
I α1(I) vyšší obsah 3- a 4- hydroxyprolinu a 
5-hydroxylysinu 
nádorové útvary a 
zanícená ložiska 
II α1(II) častý výskyt, relativně bohatý na 
hydroxylysin a karbohydráty 
chrupavky, sklivec oka
III α1(III) bohatý na hydroxylysin obsahující 
meziřetězcové disulfidické vazby 
kůže, cévy, děloha, 
retikulin 
IV α1(IV), α2(IV) bohatý na hydroxylysin, obsahuje 
rozsáhlé globulární regiony 
bazální membrány 
V α1(V), α2(V), α3(V) stejný jako typ IV spojovací tkáně 
VI α1(VI), α2(VI), 
α3(VI) 
mikrofibrily spojovací tkáně 
VII  dlouhé řetězce zpevňující fibrily 
VIII α1(VIII) šroubovice zařazené za sebou  endotelické některé
buňky 
IX α1(IX), α2(IX), 
 
vek, nese 
kany 
chrupavky 
α3(IX)
vedlejší protein chrupa
glykosaminogly
X α1(X) krátké řetězce hypertrofické 
chrupavky 
 
 
Obr. 3: Diagram molekulární struktury prvních deseti typů kolagenu [6] 
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Obr. 4: Fibrily kolagenu typu I a typu III [7] 
 
  
 
2.1.3 Fyzikálně – chemické vlastnosti kolagenu 
 
řipojených ke skupinám –NH2 bílkoviny se rovná počtu protonů 
od
bsažené v nabotnalém kolagenu tvoří tzv. botnací voda, kterou 
e mechanickým účinkem odstranit, druhou část tvoří voda hydratační, koloidně vázaná, 
 
mě statistického klubka. 
ůstane-li denaturovaný roztok tropokolagenu stát delší dobu při nízké teplotě, probíhá zčásti 
álové konfigurace [2]. 
 
2.1.3.1 Polyelektrolytický charakter a botnání 
Kolagen, podobně i jako jiné bílkoviny, má charakter amfoterního polyelektrolytu. Jeho 
iontové reakce probíhají v závislosti na pH prostředí. To znamená, že část skupin postranních 
řetězců se ionizuje v alkalické a část v kyselé oblasti pH. Náboj kolagenové molekuly se mění 
se změnou pH; v silně kyselé oblasti má kladný náboj, v silně alkalické záporný. Izoelektrický 
bod nativního kolagenu je při pH 7. Jako izoelektrický bod je označována hodnota pH, při níž 
počet protonů p
disociovaných ze skupin –COOH. Proto se bílkovina čistí dialýzou, aby neobsahovala 
žádné jiné ionty. 
Z fyzikálně chemického hlediska patří kolagen k přechodným koloidním soustavám – 
gelům. Jejich nejdůležitější vlastností je schopnost botnat. Po ponoření do vody vlákno 
kolagenu omezeně botná (exotermní proces), přitom dochází ke změně objemu, délky 
a pružnosti vlákna. Část vody o
lz
odstranitelná jen sušením [2]. 
2.1.3.2 Denaturace a renaturace 
Vlivem některých chemikálií nebo tepelným účinkem ztrácejí bílkoviny své původní 
nativní vlastnosti – denaturují. Denaturací kolagenu vzniká želatina. Mechanismus denaturace 
tropokolagenu je dvoustupňový proces. Nejdříve nastane zborcení trojité spirály a 
makromolekula tropokolagenu se stáhne do statistického klubka, v němž jsou jednotlivé 
řetězce navzájem ještě spojeny. V druhém stupni se tato klubka rozpadávají na tři frakce: 
frakci α tvořící jeden polypeptidický řetězec původní spirály, frakci β tvořící dva dosud 
spojené řetězce a frakci γ, kterou tvoří tři řetězce v nezměněné for
Z
proces renaturace, tj. zpětná rekonstrukce spir
2.1.3.3 Hydrotermální stabilita a hydratace  
Při zahřívání kolagenových vláken ve vodě dochází k jejich zkrácení asi o 1/3 vlákna ve 
směru osy. Tato termická kontrakce je charakterizována teplotou smrštění Ts. Příčinou 
smrštění je štěpení intermolekulárních příčných vazeb a rovněž intramolekulárních vazeb 
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(kdy nastává denaturace kolagenu), které udržují trojité spirály v nativním kolagenovém 
vlákně v nataženém stavu. Ts kolagenu se považuje za tání kolagenu v krystalických 
oblastech. K určení stability trojhelikální struktury se využívá obvykle měření teploty Td, tj. 
de
 stavu kolagenu se uvolňuje pohybové omezení peptidových 
ězců protofibril, typické pro suchý stav, čímž se vysvětluje elementární funkce vody pro 
]. 
 
ch 
př áváme tři pochody:  
) denaturace na úrovni terciární struktury  
olypeptidového řetězce má charakter degradace, depolymerace a je 
je
lastností želatiny je přechod sol – gel. Gel želatiny jeví tixotropii, zahřátím na 
rčitou teplotu „taje“ a zí na sol. Je to přeměna inverzní, nikoli však vratná: 
  
U želatiny 
př ravené alkalicky dochází k poklesu koncentrace argininu, tyrosinu a anodicky vázaného 
dusíku. Kysele připravená želatina se proto více blíží AMK složení kolagenu [2]. 
2
naturační teploty přechodu kolagen – želatina. Hodnoty obou teplot lze v určitém rozsahu 
zvýšit zesíťováním kolagenu. 
Proteiny obsahují dva typy hydrofilních center schopných vázat vodu elektrostatickými 
silami a vodíkovými vazbami: 1) polární skupiny přítomné v bočních řetězcích některých 
AMK zbytků, 2) dusík a kyslík peptidické vazby. Pro udržení fyzikálních vlastností kolagenu 
je nutná asociace určitého minimálního množství vody, tvořícího přibližně 20 % jeho 
hmotnosti. V plně hydratovaném
řet
fyzikální vlastnosti proteinu[2
2.1.3.4 Přeměna na želatinu 
Zahříváním kolagenu ve vodném prostředí vzniká želatina. Z hlediska teoretický
edstav přeměny kolagenu na želatinu rozezn
1) štěpení příčných kovalentních intermolekulárních vazeb na úrovni kvartérní struktury  
2
3) hydrolytické štěpení peptidických vazeb polypeptidových řetězců na molekulární úrovni.  
 
Zásah do struktury p
vem nežádoucím. Čím méně těchto vazeb je rozštěpeno, tím lepší fyzikálně chemické 
vlastnosti želatina má. 
Typickou v
u přechá
 
gel                              sol                          sol                             gel 
 
Z hlediska složení AMK je možné želatinu považovat za chemicky velmi čistou formu 
kolagenu. Jsou odstraněny nevláknité bílkoviny, mukopolysacharidy a tuky. 
34 °C 28 °C
ip
 
.1.4 Roztok kolagenu 
 
Fyzikálně chemické studie rozpustných kolagenů (rozptyl světla, osmometrie, 
viskozimetrie, dvojlom světla) umožnily blíže charakterizovat tropokolagen. V dostatečně 
nízké koncentraci existuje rozpustný kolagen ve zředěných roztocích organických kyselin ve 
formě protáhlých tenkých tyčinek o délce 280 nm, průměru 1,6 nm a relativní molekulové 
hmotnosti podle různých autorů od 265 000 do 300 000. Později byla popsána další třída 
rozpustných kolagenů získaných extrakcí ve studených, slabě alkalických roztocích solí nebo 
neutrálních roztocích solí s hypertonickou fyziologickou iontovou silou. V nativní formě je 
možné rozpustit jen agregační formy kolagenu, které ještě neobsahují intermolekulární příčné 
kovalentní vazby. Nerozpustný kolagen z tkání starších jedinců lze rozpustit po předchozí 
úpravě, při níž se rozštěpí část intermolekulárních příčných vazeb a nastane částečná nebo 
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cslední výzkumy ukazují, že pro použití kolagenu je alkalická úprava účinnější než kyselá, 
protože pozitivně ovlivňuje termální stabilitu kolagenu a znemožňuje tvorbu fibril při 
h [2]. 
  
2
 křivce napětí – deformace šlach. 
ě střiženy a organizovány 
d
u pojivových tkání a vláken kolagenu slouží část vzájemně se 
ovlivňujícího systému proteinů a proteoglykanů. Ty komunikují s buňkami skrze integriny a 
d
xu vysokou 
oddajnost a vysoký faktor ochrany proti občasným úrazům, ale neovlivňují výslednou 
lita ostře vzrůstá v přímé úměře s počtem vláken. Následkem této 
k
2
ší průměr – zatímco jejich 
in
a
ních parenchymatózních orgánů – a má 
m
elková chemická nebo tepelná denaturace. Rozpustnost kolagenu také závisí na stupni 
zralosti tkáně. Z tkání mladých jedinců je možné rozpustit 10 až 15 % kolagenu, stárnutím 
vaziva rozpustnost klesá. 
Po
neutrálním pH ve fyziologických podmínkác
.1.5 Mechanická a strukturální funkce 
 
2.1.5.1 Fibrilární kolagen 
Mechanická a strukturální funkce fibril kolagenu zřejmě souvisí s průměrem fibril, s 
rozsahem a povahou zesíťování mezi molekulami, s organizací fibril do vyššího strukturního 
řádu a s interakcí fibril s ostatními komponentami matrixu.  
Fibrily šlach mají velmi široký rozsah průměrů (500 – 5000 Å), jsou vysoce zesítěné a jsou 
sbaleny do paralelních, pevných vláken. Tyto fibrilární vlastnosti jsou považovány za 
přispívající k vysoké pevnosti v tahu a k výrazné
Kožní fibrily mají mnohem jednotnější průměr (kolem 1000 Å) a obsahují neobvyklé 
trimolekulární zesíťování, které podněcuje, že jsou molekuly axiáln
o velkých fibril proplétajících se skrze dermis. 
V rohovce se vyskytuje velmi omezená distribuce fibril malého průměru (400 Å) 
napěchovaných ve střídavých vrstvách s 90° orientací. 
Rozhodující činitelé ovlivňující průměr fibril a organizaci vyššího řádu zůstávají nejasní, 
ačkoliv je předpokládáno zapojení propeptidů, buněk a dalších komponent matrixu. K 
formování strukturálního systém
alší buněčné receptory, ovlivňují cytoskeletální síť uvnitř buněk a zprostředkovávají 
buněčnou adhezi a migraci [4]. 
 
Kolagen má excelentní elastickou pružnost a velmi vysokou pevnost v tahu (v rozsahu 
kolem 1x109 N/m2). Drobná velikost fibril udává extracelulárnímu matri
p
pevnost v tahu. Flexibi
onstrukční vlastnosti kolagenní fibrily výjimečně dobře odolávají tažné síle [8]. 
 
.1.5.2 Průměr vláken 
Prokazatelně má na pevnost vláken vliv jejich plocha průřezu a substance, ze kterých jsou 
složena. Naopak nepodstatný vlivu na pevnost má tvar průřezu. 
Maximální pevnost v tahu je vyšší u větších fibril – které mají šir
terfibrilární vázání (které závisí na jejich povrchu) roste u menších fibril. Každá fibrila je 
tedy schopná plnit definovanou funkční roli. Podle technik transmisní elektronové 
mikroskopie dělíme kolagenní fibrily podle průměru do dvou tříd.  
První třída je ve většině složená nejen z tkáně tvořící pohybový systém, např. šlachy, vazy, 
le také bělmo, jehož fibrily vykazují zřetelně velký a proměnlivý průměr v rozsahu téměř od 
0 do 500 nm nebo více. Některé fibrily jsou jednoduše viditelné pod světelným mikroskopem. 
Obvykle jsou tyto fibrily shromážděny paralelně do velkých a pevných svazků. 
Druhá třída je více rozšířená – v mnoha tkáních plodu, v rohovce, nervových obalech, 
krevních cévách a intersticiálních pojivových tká
alé, uniformní fibrily, přibližně v rozmezí 25 až 100 nm. V naprostém kontrastu s předchozí 
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třídou fibril, které jsou většinou v blízkém kontaktu, tyto jsou mnohem více odděleny od sebe 
a značí více hydratovaný interfibrilární matrix [8]. 
Obr. 5: Mikrosnímek přetnuté šlachy (vlákna kolagenu tvoří silné, pevné a paralelní svazky) 
[8] 
 
 
 
 
Obr. 6: Na prvním obrázku příčný řez kolagenními fibrilami očního bělma (dlouhé a 
heterogenní fibrily). Na druhém obrázku příčný řez fibrilami hovězí pleny cévnaté (patrné 
tenčí fibrily s pravidelným průměrem) [8] 
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 agen netvořící fibrily je méně rozšířený, i když ve specifických tkáňových místech může 
ýt převládající. Nefibrilární kolagen obsahuje trojšroubovicovou doménu o různých délkách, 
všechny však obsahují jedno nebo více přerušení v typickém Gly-X-Y opakujícím se modelu 
ném prostoru převedeny, odstraněním propeptidů, na 
k
ysinu a jsou rozhodující pro 
ro
ě jdoucími molekulami v řadě, 
m zery o velikosti 35 nm. Toto uspořádání pravděpodobně zajišťuje agregátům velkou 
pevnost v tahu. Také rýhovaná struktura kolagenových molekul, viditelná v elektronovém 
mikros
 
2.1.5.3 Nefibrilární kolagen 
Kol
b
[4].  
 
2.1.6 Biosyntéza kolagenu 
 
Kolagen je vylučován zejména buňkami pojivových tkání. Samotné kolagenové 
polypeptidové řetězce jsou syntetizovány na hraniční membráně ribosomů (jednotlivé AMK 
se spojují do řetězců kondenzací za odštěpení vody) a následně transportovány do buněčné 
dutiny endoplasmatického retikula (ER) jako velké prekurzory, nazývané α-řetězce [9]. Tyto 
prekurzory obsahují jednak krátké aminoluminální „signální peptidy“, nutné pro transport 
vylučovaných proteinů přes membránu ER, a také další AMK, nazývané propeptidy, 
vyskytující se na aminovém a karboxylovém konci. V buněčné dutině ER jsou prolin a lysin 
hydroxylovány na hydroxyprolin (Hyp) a hydroxylysin (Hyl). Každý pro α-řetězec se spojuje 
se dvěma dalšími prostřednictvím H-vazeb, vzniká trojšroubovicová struktura zvaná 
prokolagen. Vodíková vazba vzniká mezi kyslíkem karbonylové skupiny jedné peptidové 
vazby a vodíkem iminoskupiny druhé peptidové vazby. Vylučované fibrilární kolageny 
(kromě typu I) jsou v mimobuněč
olagenové molekuly. Kolageny jsou vylučovány s nehelikálními prodlouženími na obou 
koncích [10]. Těmto odštěpitelným částem polypeptidů, extrémně bohatých na aromatickou 
AMK tyrosin, se říká telopeptidy.  
4-hydroxyprolinové a 5-hydroxylysinové zbytky jsou zřídka přítomny v jiných proteinech. 
Hydroxylové skupiny hydroxyprolinu tvoří meziřetězcové H-vazby pomáhající stabilizovat 
trojřetězcový helix [11] (okolnosti zabraňující hydroxylaci prolinu, jako nedostatek kyseliny 
askorbové, inhibují tvorbu prokolagenu). Z posledních studií však vyplývá, že více než H-
můstky má na stabilitu molekuly vliv indukční efekt Hyp v Y-pozici [12]. Hydroxylované 
lysinové zbytky jsou nezastupitelné při neobvyklé glykosilaci l
zsáhlé síťování kolagenových molekul, které se tvoří během shromažďování kolagenu a 
mimobuněčném prostoru. Zbytky hydroxylysinu s navázanými sacharidy se podílí na tvorbě 
intra- a intermolekulárního kovalentního příčného síťování [13]. 
Kolageny jsou neustále, i když pomalu, degradovány specifickými mimobuněčnými 
enzymy, tzv. kolagenázami. Po vyloučení jsou propeptidy prokolagenových molekul 
odstraněny specifickými proteolytickými enzymy mimo buňku. Tyto přeměňují 
prokolagenové molekuly na molekuly kolagenu, také nazývaného tropokolagen (1,5 nm 
v průměru), které se spojují v mimobuněčném prostoru za tvorby rozměrnějších 
kolagenových fibril (10 – 300 nm v průměru). Hnací silou tvorby fibril je do jisté míry 
tendence kolagenu k samoseskupování. Propeptidy mají alespoň dvě funkce: 1) usměrňují 
vnitrobuněčnou tvorbu trojřetězcových kolagenových molekul, 2) protože jsou odstraněny až 
po sekreci, zabraňují nitrobuněčné tvorbě velkých kolagenových fibril, která by mohla být pro 
buňku fatální. Při pozorování izolovaných kolagenových fibril v elektronovém mikroskopu se 
ukazuje těsné uspořádání kolagenových molekul ve fibrilách a posunutí sousedních molekul o 
67 nm, což je téměř ¼ jejich délky. Tak vznikají, mezi po sob
e
kopu, je dána postupem molekul a vznikem mezer [2]. 
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Obr. 7: Schématická ilustrace procesů probíhajících při biosyntéze kolagenu [4] 
 
 
 
Po vytvoření kolagenových fibril v mimobuněčném prostoru následuje jejich vnitřní 
zpevnění zesíťováním, tj. tvorbou kovalentních vazeb mezi lysinovými zbytky základních 
kolagenových molekul. Síťování probíhá v několika krocích: 1) lysinové a hydroxylysinové 
zbytky jsou deaminovány mimobuněčnými enzymy (lysyloxidasami), čímž se zvyšuje 
reaktivita tvorbou aldehydových skupin, 2) vzniklé aldehydy spontánně reagují s jinými 
ly
ní kolagenových fibril. Buňky 
mohou provést expresi jednoho nebo více genů pro různé typy fibrilárních prokolagenových 
molekul a mohou také regulovat jejich rozmístění po sekreci. Nakonec je stupeň zesíťování 
kolagenu větší nebo menší podle požadované pevnosti v tahu. 
sinovými, nebo hydroxylysinovými zbytky za tvorby kovalentních vazeb; některé z těchto 
vazeb jsou nestabilní a dále modifikovány tvoří stabilnější zesíťování; většinou zesíťování 
vzniká mezi krátkými nehelikálními konci molekul kolagenu. 
Organizace kolagenových fibril v mezibuněčné hmotě je přizpůsobena potřebám tkáně. 
Fibrily mají různé průměry a jsou v různých tkáních odlišně organizovány. Např. v savčí kůži 
jsou „tkány“ tak, aby odolávaly napětí ve všech směrech. Ve šlachách jsou organizovány do 
paralelních svazků podél hlavní osy napětí působícího na šlachu. U dospělé kosti a rohovky 
vytvářejí pravidelně vrstvené struktury podobné překližce, přičemž jednotlivé vrstvy jsou na 
sebe kolmé. Pojivové tkáně samy určují velikost a uspořádá
 
 
 
 - 20 - 
 
Syntéza kolagenových fibril a jejich shromažďování se dají stručně popsat v následujících 
krocích: 
1) procesy probíhající uvnitř buňky: syntéza pro α-řetězce, hydroxylace a výběr prolinů a 
α-
2) sekrece přes plasmatickou membránu: prokolagenová molekula 
3) procesy vně buňky: rozštěpení propeptidů, vznik kolagenových molekul, jejich 
, agregace kolagenových fibril do kolagenových vláken [2]. 
ti je odhadována 
a 1 rok, zatímco přeměna kolagenu typu II v chrupavce je mnohem pomalejší, pokud vůbec 
k
y. 
S
ch 
enzymů odolný, s výjimkou určitých enzymů bakteriálního nebo hmyzího původu, 
tz
kolagenu. Matrixové 
etaloproteinázy jsou přísně regulovány, včetně aktivace proenzymů a existence specifických 
in
čních činidel, 
jako je např. peroxid vodíku, jodistan sodný, bromnan sodný a železokyanatan sodný, 
ukázalo, že se jejich reakce s kolagenem navzájem značně liší. Degradace je založena na 
ataku příslušného činidla na sacharidy obsažené v kolagenu [2].  
 
 
lysinů, glykosylace vybraných hydroxylysinů, tvorba trojhelikální formace ze tří pro 
řetězců 
shromažďování do fibril
 
2.1.7 Degradace kolagenu 
 
Fibrily a další přidružené formy kolagenu jsou velmi stabilní struktury, jejíchž životnost je 
nejméně 6 měsíců a často mnohem víc. Např. životnost kolagenu typu I v kos
n
 nějaké přeměně dojde. Nicméně, regulovaný rozklad kolagenu je nezbytný pro tuto 
pomalou přeměnu stejně tak jako pro hojení ran, vývoj a přeměnu tkání [4].  
 
Kolagen v roztoku podléhá progresivní hydrolytické degradaci doprovázené ztrátou mnoha 
fyzikálních vlastností. Rychlost tohoto procesu je závislá na teplotě, pH systému a v menší 
míře na vnitřním tlaku roztoku a povaze dalších rozpouštědel, které mohou být přítomn
 teplotou rychlost hydrolýzy roste. Při neutrálním pH postupuje degradace pomaleji, 
s pohybem na obě strany rychlost roste. Kromě hydrolýzy příčných kovalentních, převážně 
esterových vazeb, probíhá současně štěpení peptidických vazeb v polypeptidovém řetězci.  
Některé studie ukázaly, že nativní kolagen je vůči působení běžných proteolytický
v. kolagenáz, které specificky štěpí peptidové řetězce nativního kolagenu. Patří mezi ně 
např. enzymy izolované z bakterií Clostridium perfringens a Clostridium histolyticum [2].  
 
Trojšroubovice je rezistentní degradaci mnohými proteázami. Rezistence k enzymatické 
digesci pepsinem, trypsinem a chymotrypsinem je mnohdy používána jako zkouška pro 
konformaci trojšroubovice. Přesněji řečeno, existuje soubor specifických matrixových 
metaloproteináz (MMPs), které jsou zapojeny do degradace všech extracelulárních 
matrixových komponent, včetně nativního a denaturovaného 
m
hibitorů. Skupina MMPs obsahuje nejméně 20 enzymů, všechny vyžadují Zn2+ a Ca2+ pro 
svojí aktivitu a každý enzym skupiny má odlišný specifický profil [4]. 
 
Oxidační štěpení je složitější než hydrolytická degradace. Studium vlivu oxida
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Obr. 8: Diagramové znázornění mokrých, suchých a dehydrotermálně upravených vláken 
kolagenu. Poslední obrázek znázorňuje historický pergamen [14] 
 
 
 
2.1.7 Fyziologie kolagenu 
 
Procesy, při kterých se molekuly kolagenu a fibrily formují do makroskopických 
shromáždění jsou klíčové pro rozhodující funkci kolagenu a pro vzájemné interakce. Růst 
tkáně a její reparace jsou tedy komplexní procesy zahrnující soustavnou migraci specifických 
typů buněk správným způsobem. Např. obnova poraněné tkáně začíná zastavením krvácení a 
syntézou provizorní matrix k obnovení poškozené tkáně. Hlavní souvislosti procesů 
probíhajících po úrazu tkáně jsou velmi dobře zdokumentovány a jejich klasické rysy jsou 
popsány jako zánětlivá (časná nebo pozdní) fáze, formace zrnité tkáně a remodelace matrix. 
Rozmanité typy buněk hrají důležitou a podpůrnou roli v těchto odlišných fázích hojení ran. 
Např. makrofágy – vůdčí buňky, které organizují léčivou odpověď produkcí řady cytokinů a 
růstových faktorů, které regulují jiné buněčné typy, včetně fibroblastů a různých buněčných 
typů nacházejících se v krevních cévách. 
Zatímco všechny z těchto typů buněk a událostí jsou rozhodující, největší důležitost je 
přisuzována pevnosti v tahu biologickým vlastnostem nově vytvořené tkáně. Produkce matrix 
začíná infiltrací fibroblastů během časné formace zrnité tkáně. Během hromadění a rozložení 
zrnité tkáně se matrix konstantně vyvíjí, eliminuje provizorní komponenty jako např. 
fibronectin  a nahrazuje je dlouhými vláknitými svazky kolagenu, převážně typu I. Rychlost a 
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ro
aděních. 
Js
ost v tahu u hojící se tkáně. 
Tento proces se zpravidla pomalý a zahrnuje zvýšení obsahu ukládaného kolagenu, přeměnu a 
formaci do velkých svazků a intermolekulární zesíťování [4].    
2
 je tvorba abnormálního kolagenu, představují stále se 
 syndromů: 
ta 
u je ovlivněn metabolismus mědi a tudíž 
se
 příznaky jsou následkem zhoršení syntézy kolagenu, způsobeného 
nedostatečnou aktivitou prolyl- a lysylhydroxylázy, které obě vyžadují kyselinu askorbovou 
jako kofa
 
2: Obecné rys cnění postihuj
 
O  
zsah fibrilogeneze, včetně regulačních reakcí s ostatními komponenty matrixu, ovlivňuje 
povahu a kvalitu nově zformované tkáně. 
Funkční integrita nově vytvořené tkáně téměř zcela závisí na obsahu kolagenu (na množství 
a hustotě utvořeného kolagenu, na typu kolagenu) a na supramolekulárních nahrom
ou pozorovány např. zvýšené hodnoty kolagenu typu III v útvarech zrnité tkáně a v časně 
zhojené tkáni, zatímco kolagen typu V se vyskytuje v tkáni se zvýšenou cévnatostí. 
Tvorba fibrilárních svazků postupně zvyšuje ztuhlost a pevn
 
.1.8 Onemocnění spojená s poruchami struktury kolagenu 
 
Dědičné choroby, jejichž následkem
zvyšující počet variant 3 základních typů
 Osteogenesis imperfec
 Ehlers – Danlosova syndromu 
 Menkesovy choroby. 
Každý z těchto syndromů má několik variant. Původně byly tyto choroby definovány na 
základě podobného fenotypu, ale s nárůstem informací o struktuře a funkci kolagenu začalo 
být zřejmé, že podobné defekty na molekulární úrovni mohou mít za následek odlišné 
klinické syndromy a naopak. V zásadě jde o defekty na úrovni skládání a stabilizace trojité 
šroubovice a vytváření příčných vazeb. Defekty zahrnují mutace způsobující snížení nebo 
úplnou zástavu syntézy řetězců prokolagenu, produkci zkrácených nebo prodloužených 
řetězců prokolagenu a deficit enzymů, modifikujících prokolagen (např. lysylhydroxylázy 
nebo prokolagen-N-proteinázy). Dosud byly identifikovány pouze defekty prokolagenních 
molekul typu I a typu III. Menkesovou chorobo
kundárně aktivita lysyloxidázy a vznik na ní závislých příčných vazeb. Hlavní rysy výše 
uvedených 3 syndromů jsou shrnuty v Tabulce 2. 
Kurděje jsou způsobeny nedostatkem kyseliny askorbové a nejsou genetickým 
onemocněním. Jejich hlavními příznaky jsou krvácení z dásní, podkožní krvácení a špatné 
hojení ran. Tyto
ktor [1]. 
Tabulka y 3 dědičných onemo ících kolagen [1] 
nemocnění Klinické příznaky Biochemické příčiny 
Osteogenesis 
imperfecta 
(více typů) 
Abnormální lámavost kostí k
Různé abnormality genů 
ódujících prokolagen α1(I) 
Ehlersův – Danlosův 
syndrom (EDS) 
Hypermobilní klouby, kožní 
abnormality 
Ab ro 
nepříto rátové 
sekvence pro prokolagen N-
normality v genu p
prokolagen α1(III), deficit 
lysylhydroxylázy, 
mnost subst
proteinázu 
M
D  
enkesova choroba Kudrnaté vlasy, retardace růstu        (Kinky hair syndrome) způsobený poruchou metabolismu mědi 
eficit lysyloxidázy
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Vývoj terapeutik pro onemocnění týkajících se kolagenu je podřízen porozumění struktuře, 
biosyntéze, degradaci a interakcím kolagenu. Inhibitory matrixových metaloproteinas 
zapojených při rozkladu kolagenu jsou současně oblastí aktivního výzkumu pro vývoj léčiv 
rakoviny a osteoartritidy, zatímco inhibitory syntézy kolagenu jsou prozkoumávány jako 
léčba fibrosy a kontrola hojení ran [4]. 
2
nu se dostalo širokého klinického a spotřebitelského 
p
rifikován. 
V
matické 
d
ktů enzymatických reakcí. 
 
.1.9 Biomedicínské aplikace kolagenu 
 
Výroba zdravotnických prostředků a implantátů z kolagenu převyšuje 100 milionů USD 
ročně a je expandující oblastí. Kolage
řijetí, je akceptován jako bezpečný materiál s vhodnými vlastnostmi, který může být použit 
v odlišných klinických aplikacích [4]. 
Kolagen a želatina patří mezi komerčně nejdůležitější a široce využívané proteiny. 
Nejvýznamnější aplikace zahrnují kožené produkty, kosmetický průmysl, obaly, 
biomedicínské prostředky a implantáty, spolu s multibilion dolarovou produkcí želatiny. 
Příprava mnoha produktů, například kůže, zahrnuje odstranění nežádoucích komponent, jako 
ochlupení (srsti) a dalších součástí, následuje síťování do stupně požadované odolnosti. Pro 
kosmetika a další aplikace je vyžadován čistý rozpustný kolagen. V takových případech je 
zdroj kolagenu (nejčastěji hovězí kožní tkáň) rozdrcen a následně rozpuštěn enzymatickou 
digescí, obyčejně použitím pepsinu kolem pH 2,5 v kyselině octové, a nakonec pu
 současné době jsou produkty vyráběny z hovězího kolagenu typu I, ale je očekáváno, že 
rekombinantní kolagen/želatina průmysl bude oblastí velmi významného růstu [4]. 
Použití kolagenu má svůj původ ve „fyziologické blízkosti“ či identitě aplikovaného 
kolagenu s tělesným kolagenem „příjemce“, v jeho resorbovatelnosti, která se dá řídit 
síťovacími reakcemi, a ve vysoké absorpční schopnosti, která je podporována značným 
vnitřním povrchem (několik m2/cm3) a snadno přístupnými reakčními skupinami. Jako 
nespecifický polymer, nacházející se ve stejné formě u různých druhů savců, vykazuje velmi 
nízkou antigenitu, nevyvolává tvorbu protilátek organismu. Při působení specifických enzymů 
na molekuly kolagenu se odstraní telopeptidy z konců řetězců a antigenita se potlačí ještě 
více. Kolagen může být i nosičem léčiv nebo stimulujících látek, které se lokálně dostávají do 
rány a postupně se během hojení uvolňují (např. oftalmologie, léčba popálenin a nádorů, 
tkáňové inženýrství [15]. O tuto skupinu biomateriálů je proto v současnosti mimořádný 
zájem. Nevýhodou systémů na bázi kolagenu je jejich nízká odolnost vůči enzy
egradaci. Proto je nutné kompozitní systémy stabilizovat, např. přídavkem různých typů 
zhášečů nebo lapačů reaktivních radikálových meziprodu
Je účelem seřadit množství kolagenových lékařských preparátů nezávisle na výchozím 
materiálu a výrobním postupu podle druhů a použití [2]. 
Ze střev stočená šicí vlákna („catgut“) patří již staletí k chirurgickému náčiní. Kolagenové 
plochy se v medicíně používají buď jako přírodní vlákenné pletivo (kožní štípenky), jako 
netkané textilie nebo fixované pěny. Kožní štípenky, zbavené nekolagenových součástí do 
značné míry alkalickou, kyselou nebo enzymatickou úpravou, vysušené zmrazením a 
sterilizované radiačně-chemicky, se používají k zakrytí ran, především popálenin. Rovněž 
disperze kolagenových vláken formované do membrán se hodí k dočasnému zakrytí rány. 
V kolagenových membránách mohou být inkorporovány i baktericidní přísady a látky, které 
podporují růst kostí. Práškový kolagen byl zpracován do spreje, který lze nastříkat na rány 
jako bandáž. Membrány z atelokolagenu (kolagen enzymaticky zbavený koncových 
rozvětvených částí molekul, tzv. telopeptidů) se používají nejen na zakrývání ran, ale i 
k opravě cév, náhradě šlach a pro pěstování buněčných kultur in vitro. Obávanému vysušení 
ran zakrytých kolagenem je možno zabránit mj. kombinací s plastovou fólií, která pokrývá 
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povrch a je prodyšná. Resorbovatelnost kolagenu se dá řídit síťujícícmi reakcemi, např. reakcí 
s již zmiňovaným glutaraldehydem. Houbovité resorbovatelné polymery, např. na bázi 
k
 
k
genu věnována také zábraně alergických 
reakcí. Aktuální je již zmiňované potahování syntetických polymerních náhrad a příprava 
kontaktních čo
 
Tabulka 3: Příklady komerč ací kolagenu a želatiny [4] 
 
yseliny mléčné, je možné plnit atelokolagenem z vepřové kůže a používat jako náhradu 
pokožky. 
I když v současné době stále více převládají syntetické cévní a orgánové protézy, přesto se 
vždy uvažuje kombinace s rozpustným kolagenem, aby se optimálně redukovala propustnost 
cév, podnítil růst buněk a zlepšila biokompatibilita protéz s živou tkání. Navrhují se nové 
látkové kombinace: např. vytlačované teflonové hadice s velkou pórovitostí mohou být 
opatřeny „vnitřním vyložením“ směsí chitosanu a kolagenu, nebo roubovací polymerace
olagenu na polytereftalátové protézy pomocí kyseliny akrylové. Kolagenová vlákna 
kombinovaná s fosforečnanem vápenatým se s výhodou používají jako náhrada kostí a zubů.  
Nejnovější vývoj léčení ran se týká použití mikrokapslí (fibrilovaný kolagen v podobě 
koacervátu), upravených roztoky polysacharidů a růstovými buněčnými faktory. Zájem si 
zasluhuje výroba kolagenových částic v rozsahu mikro a nanometrů, které jsou „napuštěny“ 
účinnou látkou a dají se vstřikovat. V chirurgii získává stále větší význam lepení místo šití. 
K tradičním fibrinovým lepidlům se nyní přidružují kolagenová lepidla, která se připravují 
reakcí kolagenu s kyselinou antrachinon-1,5-disulfonovou a anhydridem kyseliny glutarové. 
Značná pozornost je u medicínských aplikací kola
ček v kombinaci s polyakryláty [2].  
ních aplik
 
Kolagen Želatina
Přírodní kůže Potraviny: želatinizace, stabilizátory, pěnidla  
Syntetická kůže Lepidla 
Potraviny: vysoušecí suplement Fotografování: emulze 
Výživa: povlaky, suplementy Kosmetika 
Zdravotnické produkty: roztoky, gely, 
lákna, membrány, pórovitý materiál, 
hemostatika, obvazy 
Zdravotnické produkty: biomateriály, roztoky 
v apod. 
Farmacie: stabilizátory vakcín, kapsle, expand
plasmy, stabilizátor léčiv 
er 
Metalurgie: galvanické pokov
 
ování, inhibice 
koroze, extrakční systémy 
Výroba plastů: plastifikátory 
 
říklady aplikací kolagenových a želatinových produktů v medicíně [4] 
st 
Tabulka 4: P
 
Lékařská obla Aplikace 
Kardiovaskulární chirurgie deční chlopně  cévní náhrady, sr
Stomatologie periodontální připojení, rozšiřování alveolárního hřebene 
Dermatologie zmnožení tkáně 
První pomoc léčba zranění, popálenin, léčba po transplantaci 
Chirurgie jícnu zvětšování 
Obecná chirurgie operace kýly, adhezní bariéry, hemostáze, adheziva 
Neurochirurgie léčba poškozených nervů, nervová spojení 
Oftalmologie transplantace rohovky, náhrada sklivce, přihojení sítnice 
Ortopedie e chrupavky  léčba zlomenin a poškozených vazů, rekonstrukc
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Ušní lékařství nahrazení membrány bubínku 
Urologie náhrada močovodu, léčba ledvin a inkontinence 
 
2
je analýzu hydroxyprolinu, který je charakteristickou 
im
rku prostřednictvím 
vysokého obsahu glycinu, zatímco množství tyrosinu ukazuje rozsah odstranění telopeptidů, 
jelikož tato A
 
Obr. 9: Aminokyselinové složení kolagenu typu I z telecí kůže [15] 
 
.1.10 Metody analýzy a detekce kolagenu 
 
Pro kvantitativní analýzu zcela rozpuštěného a v zásadě čistého kolagenu s koncentrací 
kolem 2 mg/ml může být požita biuretová metoda. Celkový obsah dusíku stanovený 
Kjeldahlovou metodou může také poskytnout informace o koncentraci kolagenu užitím 
konverzního faktoru založeného na známé struktuře. Obě tyto metody mohou poskytovat 
chybné výsledky obsahu kolagenu, pokud je zde přítomen jakýkoliv nekolagenní protein. 
Specifičtější testování kolagenu zahrnu
inokyselinou kolagenních proteinů. Hyp může být stanoven analýzou AMK nebo 
specifickou kolorimetrickou zkouškou. 
Hodnoty aminokyselinové analýzy určují kolagenovou povahu vzo
MK se nachází pouze v této oblasti v kolagenu typu I [4].  
 
 
Imunologické metody umožňují identifikaci a kvantifikaci různých typů kolagenu ve vzorku, 
n
 pH 9, shodnou se stanovenými daty aminokyselinové sekvence. 
apř. metoda ELISA. Dostupnost široké řady polyklonálních a zejména monoklonálních 
protilátek poskytuje výborné reagencie, které jsou vysoce typově specifické pro tuto metodu. 
Různé elektroforetické techniky jsou vhodné pro analýzu čistoty kolagenu a detekci 
jakéhokoliv narušení či rozkladu. SDS – PAGE poskytuje informace o distribuci molekulární 
hmotnosti jednotlivých komponent řetězce po denaturaci. Elektroforéza může být provedena 
za nedenaturačních podmínek užitím vysoce porézního gelu. Směr migrace kolagenu v gelu 
za různých podmínek pH naznačuje hodnotu pI kolagenu. Nativní kolageny mají vysokou 
hodnotu pI, typicky ~
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Zi 
zdílnými typy kolagenu a mezi kolageny z různých druhů. Ostatními metodami pro určení 
teplotní stability kolagenů jsou např. UV spektroskopie a citlivost k enzymatické digesci [4]. 
 funkce v přímém kontaktu s živou tkání. Je to 
m
a účelem objasnění použití 
b
ngace a zlom, 
tr
a rekonstrukční chirurgie, ortopedická chirurgie a stomatologie [16]. 
lý kyčelní kloub, ledvinový 
gtonova páteřní tyč. 
, nosu, atd. 
 Pomoc při diagnóze – sondy, katetry. 
 katetry, trativody [16]    
, umělá srdeční pumpa 
ího ucha 
Ledviny  
očový měchýř Katetr [16,18]. 
atímco kolagen, který byl připraven z materiálu zpracovaného alkáliemi, je deaminován a 
má nízkou hodnotu pI. 
Kalorimetrie  je užívána pro studium teplotní změny molekul kolagenu v roztoku a změny 
ve fibrilách nebo v zesítění kolagenu. Významná změna v teplotě tání je evidentní mez
ro
 
2.2 Biomateriály a biokompatibilita  
 
Biomateriál je materiál syntetického nebo přírodního charakteru používaný k upravení, 
zlepšení nebo nahrazení části systému nebo
ateriál samostatně neschopný života, který je používaný v medicínských aplikacích  v cílené 
a přímé interakci  s biologickým systémem.  
Pokud tento materiál vyvolává jen minimální biologickou odezvu, hovoříme o 
biokompatibilitě, což je schopnost materiálu interagovat s vhodným hostitelem 
v požadovaných specifických situacích. Požadavky na biomateriály se mění významně podle 
předpokládané délky použití a dané metody aplikace. Z
iomateriálů je tedy nutná jejich klasifikace právě podle výše uvedených významných kritérií 
- podle zamýšlené doby použití a podle způsobu aplikace [16]. 
Úspěšný návrh a vývoj biomateriálů  vyžaduje syntézu materiálů, charakterizaci fyzikálních 
a mechanických vlastností. Příkladem důležitých fyzikálních a mechanických vlastností může 
být porosita, adhese proteinů, kontaktní úhel, modul elasticity, tažná síla, elo
vanlivost a in vivo stabilita. V ideálním případě jsou vlastnosti biomateriálu, včleněného do 
implantátu nebo přístroje, přizpůsobené požadavkům konkrétního použití [17]. 
Biomateriály mají širokou a neustále se rozšiřující oblast  použití. Tradiční oblasti aplikace 
jsou plastická 
V následujícím přehledu jsou uvedeny některé příklady v současnosti běžně používaných 
biomateriálů: 
 Nahrazení nemocných nebo poškozených částí – umě
dialytický přístroj. 
 Asistence při uzdravování – švy, kostní desky a šrouby. 
 Zlepšení funkce – srdeční stimulátor, kontaktní čočky. 
 Korekce funkční abnormality – Harrin
 Korigování kosmetických problémů – zvětšování rtů, úprava brady
 Pomoc při ošetření –
 
Biomateriály v orgánech: 
Orgán   Příklady 
Srdce   Kardiostimulátory
Plíce   Kyslíkový přístroj 
Oko   Kontaktní čočky 
Ucho   Kosmetická rekonstrukce vnějš
Kost   Kostní deska 
Ledvinový dialyzační přístroj 
M
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Tabulka d  používaný álů [16] 
 
M  Výh dy Příklady 
 5: Přehle ch biomateri
ateriál o Nevýhody 
P Málo pevné olymery: Odolné,bez koroze Švy, krevní nádoby 
Nylon  
Silikony 
Deformovatelné s 
časem 
Teflon 
Snadno zpracovatelné 
Kyčelní jamka, ucho, 
nos, jiné m kké tkáně
Mohou degradovat 
ě
Dacron    
Kovy: Pevné Moho ovat u korod
Titan Velmi biokompatibilní  
Nerez ocel Houževnaté Husté 
Slitiny Co – Cr 
N
šrouby, zubní 
koř ty Kujné  
áhrady kloubů, 
kostní desky a 
enové implantá
Zlato    
Ke a: Zubní otézy ramik Křehká pr
A  
Velm ilní, 
není koroze Kyčelní jamka luminový oxid
i biokompatib
Uhlík Pevné v tlaku zhotovitelné 
Obtížně 
 
Hydroxyapatit  Neodolné  
Kompozity: Obtížné 
Uhlík - uhlík 
Pevné, přizpůsobitelné 
 cement 
Zubní výplně, kostní 
 
Biokompatibilita  znamená kompatibilitu nebo harmonii materiálu s živými systémy. 
Podle všeobecně platné definice je biokompatibilita schopnost materiálu fungovat v 
biologickém prostředí s takovou odezvou hostitele, která přísluší dané situaci. V některých 
případech se vyžaduje, aby byl materiál vůči biologickému prostředí inertní a tedy, aby 
nevyvolával v hostiteli žádnou odezvu. V jiných případech se naopak od materiálu požaduje, 
a
e materiálu implantátu na tělesné prostředí. Je 
to
 středem zájmů byl 
v
otný vztah mezi 
by stimuloval specifickou odpověď zahrnující aktivaci buněk, která by optimalizovala výkon 
biomateriálu. 
Biokompatibilita je vlastnost, která se ověřuje na styku povrchu implantátu a živé tkáně. 
Zóna rozhraní mezi implantátem a okolními tkáněmi je proto nejdůležitějším místem při 
určování biologické reakce na implantát a reakc
 schopnost vzájemné snášenlivosti umělých orgánů s hostitelem. Umělý orgán má obnovit 
nebo napodobit fyziologii přirozeného orgánu. 
Dříve byla biokompatibilita použitých materiálů ovlivňována velmi často se vyskytující 
infekcí po implantaci a dalších komplikací podobného rázu. Základním
zájemný vztah mezi implantátem a pacientem, který mohl vyvolat např. korozi či 
opotřebování biomateriálu, nebo naopak zdravotní problémy u pacienta. 
 Postupným zkoumáním, vývojem nových metod a především rapidně se zlepšující úrovní 
sterility je pacient zastoupen spíše buňkou a biomateriál v podobě matrix, třetím faktorem je 
signál. Matrix určuje strukturu a vlastnosti tkáně, tvar, průběh syntézy a ovlivňuje či vyvolává  
buněčnou odezvu. Buňka samotná je zodpovědná za typ tkáně a její projevy včetně 
regulačních mechanismů. Signál zprostředkovává produkci buněk a distribuci do tkáně, 
genovou expresi a regeneraci. Každý z uvedených faktorů reaguje s ostatními dvěma: buňky 
jsou ovlivňovány svou matrix a vazbou a též signály. Signály jsou regulovány buněčnou 
aktivitou a spojením s matrix, zatímco struktura matrix může být aktivně remodelována 
buňkami [4]. Za aktuální pohled na biokompatibilitu se tedy nepovažuje sam
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tělem a biomateriálem, ale spíše studium vzájemného působení ve spojení s lokálními (tkáň), 
 i odlehlými (jiné, vzdálené tkáně) důsledky [19]. 
logickému a naopak)  
 funkční (vhodné mechanické vlastnosti, tření apod.)  
tridu křemíku) keramické hmoty s vysokou tvrdostí a dobrou 
nášenlivostí živými tkáněmi. Pouze materiály na bázi kolagenu dovolují úplné potlačení 
 
ateriál i samotný proces. Představuje souhrn mezipovrchových reakcí mezi 
vlivňují celkovou výkonnost 
 je možno rozdělit do 4 kategorií: 
Biokompatibilita příslušného materiálu musí být vyjádřená pro každou specifickou aplikaci 
í na podmínkách provedení [14]. 
 
 negativních a pozitivních kontrol, nebo jiných biomateriálů 
ur
ty v biomateriálech a také poskytuje korelaci k in vivo testování, jako je např. test 
př
ikované in vitro jako netoxické, budou netoxické i v in vivo testování. 
systémovými (organismus)
 
Druhy biokompatibility: 
 látková (agresivita umělého materiálu vůči bio
 tvarová (tvar, velikost) biokompatibilita [20] 
 
Pro náhrady kostí a kloubů se používají kovové materiály (především korozivzdorné slitiny 
kobaltu, titanu, chromu a niklu schopné vytvářet pasivační vrstvu nebo schopné požadované 
povrchové úpravy), plastické hmoty (např. pro kloubní jamky teflonu či polyetylénu), 
hliníkové a sialonové (na bázi ni
s
imunologických reakcí [16,21]. 
Mechanismus biokompatibility: 
Biokompatibilita zahrnuje řadu různých mechanizmů a je daná faktory, které charakterizují 
hostitele, m
umělým a biologickým materiálem a jejich důsledky, které o
materiálu.  
Tyto reakce a jejich důsledky
 adsorpce proteinů 
 degradace materiálu 
 lokální odezva hostitelských buněk 
 systematické účinky a účinky na odlehlých místech [15] 
samostatně, protože silně závis
Testování biokompatibility: 
Používají se nejčastěji tři typy testování na buněčných kulturách: přímý kontakt, difúze 
agarem a roztok extraktu. Přímý kontakt nejčastěji používají výzkumníci pro studium 
biokompatibility nových biomateriálů, přičemž bývá použitý ten typ buněk, pro které jsou 
biomateriály určeny v klinické praxi. To je značná výhoda tohoto typu testování. Použitím 
vhodných materiálů jako
čených k podobné aplikaci, mohou být nové biomateriály otestovány pro široké spektrum 
typů buněčných interakcí. 
Testování cytotoxicity a buněčných interakcí pomocí extraktu vyžaduje extrakci 
biomateriálu rozpouštědlem, často se používá sada jak hydrofilních, tak hydrofobních 
rozpouštědel. Toto stanovení především umožňuje identifikovat a charakterizovat cytotoxické 
komponen
ecitlivělosti, podráždění, intradermální reaktivity a další testy, kdy je vyžadována injektáž 
extraktu. 
Testování cytotoxicity in vitro bývá počátečním screeningem biokompatibility pro velkou 
škálu biomateriálů užívaných v lékařství. Teprve poté se provádějí další specifické aplikační 
testy k ohodnocení biokompatibility za konečných podmínek. Obecně, biomateriály, které 
jsou identif
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Bi
vání, stále používá ve vývoji protéz srdečních chlopní pro klinické 
oužití. Je to příklad, kde riskování nízké toxicity je převáženo klinickou výhodou užití 
2
jivová tkáň. Kromě 
teré obklopuje, plní matrix řadu dalších 
y (kolagen a elastin) 
funkce)  
 proteoglykany, sestavující se z glykosaminoglykanů připojených na bílkovinné 
í kůže. Následkem stárnutí nastává 
deficit kolagenu, což je např. příčinou tvorby vrásek, vysychání pokožky, padání vlasů, 
lo
ňovat varovné 
signály, které nám tělo při jeho nedostatku dává – zhoršená kvalita pokožky, tvorba vrásek, 
vypadávání vlasů, lámavost nehtů, bolesti a loupání v zádech a kloubech [22]. 
 
omateriály označené v in vitro testu jako toxické, musí být dále zkoumány pro přijatelnost 
do kliniky.  
Příkladem v lékařské praxi užívaného biomateriálu s identifikovaným nízkým stupněm 
toxicity je glutaraldehydem fixovaná prasečí chlopeň. Tento materiál se, i přes negativní 
výsledek in vitro testo
p
tohoto materiálu [17]. 
 
.3 Biomateriály na bázi kolagenu a jejich využití 
 
Základními jednotkami života jsou buňky. Většina savčích buněk je ve tkáních obklopena 
komplexní extracelulární matrix (ECM), často také označovanou jako po
toho, že působí jako podpůrné „lešení“ pro buňky, k
důležitých důležitých funkcí. Matrix obsahuje 3 hlavní řady biomolekul: 
 strukturní bílkovin
 specializované bílkoviny (fibrilin, fibronektin a laminin, které mají v ECM 
specifické 
jádro [1]. 
 
Kolagen všeobecně vytváří bílé, neprůhledné vláknité útvary, které jsou obaleny různým 
množstvím dalších bílkovin v závislosti na druhu tkáně. V lidském těle je produkován 
různými typy buněk. Tato produkce ale s přibývajícím věkem postupně klesá. Kolagen se 
obnovuje v organizmu 3 x do roka, avšak pouze do věku cca 26-30 let. Pak nastává postupný 
útlum jeho produkce v „mikrotovárnách“ na kolagen – ve fibroblastech. Kolagen je 
zodpovědný za pružnost, pevnost a správné navlhčen
mivosti nehtů, zvýšeného pocení, zhoršení zraku [22]. 
Náš organizmus umí s množstvím kolagenu v těle hospodařit tak, aby při poklesu produkce 
nedocházelo k ohrožení základních funkcí. Přesto bychom neměli podce
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Obr. 10: (a) Schématická kresba vaziva s kolagenními vlákny a (b) uspořádání kolagenního 
vlákna; (c) rovnoběžné, stupňovité uspořádání molekul kolagenu tvořící kolagenní fibrilu, (d) 
detail molekuly kolagenu [3] 
 
 
2.3.1 Aplikace kolagenních materiálů 
V současné době má kolagen široké využití ve farmaceutickém průmyslu jako aplikační 
forma léků a dále v řadě medicínských aplikací jako je plastická chirurgie, čelistní a zubní 
chirurgie, popáleninová medicína apod. Kolagen se využívá rovněž v kosmetické chirurgii - 
korekce vrásek na čele, rtech, kolem očí a ústních koutků, defektů po akné, defektů po 
plastikách nosu, kožních štěpech nebo jiných chirurgicky způsobených nepravidelnostech 
[22]. Převážná většina kolagenu se v současné době získává ze zvířecích tkání. Ročně se 
v medicínských aplikacích využívá kolem 50 tisíc tun kolagenu a želatiny [23], zejména jako 
implantáty, hemostatika, povlaky na umělé orgány a cévy a stabilizátory tkání. Hlavními 
problémy spojenými s izolací kolagenu ze zvířecích tkání je biokompatibilita výsledného 
materiálu, dále potenciální schopnost kolagenu a želatiny přenášet patogenní vektory typu 
prionů  a rovněž homogenita finálního produktu [24,25]. Otázkou zůstává, do jaké míry lze 
ž
ánního 
kolagenu C I i C III, který má strukturu i vlastnosti srovnatelné s komerčními preparáty 
ivočišný kolagenní produkt pomocí stávajících technik charakterizovat tak, aby mohl být 
považován za dostatečně bezpečný a jasně popsaný. Z výše uvedených důvodů jsou 
studovány i alternativní zdroje kolagenu na jiné než živočišné bázi.  
V několika pracích byla testována možnost produkce rekombinantního kolagenu 
v kvasinkových expresních systémech [23]. Podařilo se získat preparát typu hum
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připraven ólií i 
Obr. 11: Mikroskopický snímek (SEM – skenovací elektronová mikroskopie)  
rekombinantního humánního kolagenu I (RhC I) a komerčního preparátu kolagenu z hovězích 
šlach (Instat, Ethicon, Johnson and Johnson). Kolagenová membrána [23]. 
 
ými z hovězích šlach (Obr. 13). Tento kolagen byl použit k přípravě f
k potažení vnitřního povrchu umělých cév (Obr. 14). 
 
Hlavním problémem při získávání alternativních zdrojů kolagenu potenciálně 
aplikovatelných v humánní medicíně je skutečnost, že v lidském organismu bylo na základě 
sekvence DNA nebo proteinů identifikováno až 25 různých typů kolagenu. Zásadním 
rozdílem u jednotlivých typů kolagenních molekul je kromě významné tkáňové specifity a 
relativně složité biosyntézy zejména typ a míra posttranslačních modifikací. Právě 
posttranslační úpravy představují největší problém při produkci kolagenu v heterologních 
expresních systémech, poněvadž tyto mechanismy se u různých typů organismů mohou 
významně lišit. Hlavní pozornost je prozatím věnována produkci čistého rekombinantního 
k
 
případně izolován. Tyto strukturní charakteristiky pak mohou významně ovlivnit 
e
k rozsuspendován obvykle ve zředěné 
kyselině a lyofilizován. Pro zlepšení mechanických vlastností preparátů je často zařazováno i 
c
js
olagenu I (pojivové tkáně, kůže) a kolagenu III (hlavní složka cév), případně kolagenu II 
(chrupavky) [23].  
Kolageny podléhají posttranslačním modifikacím nejen ihned po proteosyntéze, ale i po 
transportu z buňky do extracelulární matrix. Fibrilární proteiny jsou zesítěny o vysokého 
stupně  intra- i inetrmolakulárně,  přičemž tento proces pokračuje v průběhu celé  doby 
životnosti molekuly v pojivové tkáni. Množství příčných vazeb v molekule kolagenu je tedy 
ovlivněno kromě jiného věkem a fyziologickým stavem tkáně, v níž se vyskytuje a z níž je
xtrahovatelnost kolagenu z tkáně a jeho biofyzikální vlastnosti, takže jednotlivé preparáty 
kolagenu jsou vždy poněkud odlišné a je velmi obtížné je analyticky charakterizovat [23,25]. 
Kolagenní materiály živočišného původu mohou také vyvolávat imunitní odezvu, i když 
struktura kolagenu je mezidruhově vysoce konzervována. Homologie aminokyselinové 
sekvence mezi lidským a bovinním kolagenem je 98% pro 1 a 93% pro 2 řetězec. Každý 
materiál musí být proto detailně testován před případnou aplikací do organismu. Největší 
množství komerčně vyráběných kolagenových matric je živočišného původu, kolagen se 
izoluje z hovězích, prasečích a koňských tkání. Tkáně jsou podrobeny enzymatickému a 
chemickému působení, aby bylo odstraněno co nejvyšší množství ostatních proteinů 
nekolagenního typu. Nerozpustný kolagen je pa
hemické zesítění pomocí glutaraldehydu, případně tepelná dehydratace. Tyto typy materiálů 
ou primárně používány jako hemostatika [23,25]. 
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Obr. 12: Adheze endotheliálních buněk (kultura HUVEC) na umělé cévy z materiálu Dacron 
– kontrola (bez kolagenu),  materiál potažený hovězím kolagenem C I a materiál potažený 
humánním rekombinantním kolagenem C III [23] 
 
Kolagenové membrány jsou používány pro krytí ran, regeneraci a mechanickou podporu 
měkkých tkání, ve tkáňovém inženýrství, v zubní chirurgii apod. Rovněž tyto preparáty jsou 
vyráběny z živočišných tkání. Intraarteriální cévní implantáty jsou široce využívány k terapii 
koronárních onemocnění. Implantáty potažené kolagenem mohou být využity kromě 
mechanické funkce též jako lokální aplikační forma léčiva, jako vektory pro genový transfer, 
otheliálních buněk. Často jsou 
olagenní materiály používány jako povlak syntetických cévních náhrad [23]. 
vězí kůže. Kolagenu typu I obsahuje velkou trojhelikální doménu a může také 
zahrnovat krátké, terminální, nehelikální telopeptidy. Velký počet lidského přijetí implantátů 
z rozpustného hovězího kolagenu signalizuje, že je zde nejasný, ojedinělý imunodominantní 
 
olagenu a molekuly kolagenu se smršťují přibližně na 1/3 své původní délky. 
T
bo želatinování. Nízké hodnoty pH ukazují na 
p tomnost volných kyselin ve struktuře kolagenového materiálu a tedy na hydrolytický 
k redukci pooperačních zrát krve, k ovlivnění růstu end
k
2.3.2 Imunologická odpověď na kolagenové materiály 
 
Kritická oblast pro všechny existující biomedicínské produkty kolagenu je možnost 
imunologické odpovědi na zvířecí materiál, který může být pro pacienta škodlivý. Užití 
rekombinantního lidského kolagenu v produktech je důležité kvůli potenciální eliminaci 
imunologické odpovědi. Biomedicínské produkty kolagenu jsou vyráběny z kolagenu typu I, 
obvykle z ho
region [4].  
2.3.3 Odolnost kolagenových materiálů 
 
Kombinovaným vlivem teploty a vody dochází k tomu, že se uspořádaná struktura kolagenu 
mění na neuspořádanou. Dochází k uvolnění vodíkových můstků mezi jednotlivými řetězci v 
trojšroubovici k
eplota smrštění je makroskopickým projevem denaturace a poskytuje tak základní představu 
o stupni poškození. Stárnutím kolagenových materiálů dochází ke snižování jejich teplot 
smrštění [26]. 
Stupeň koherence kolagenových vláken je také mírou degradace kolagenové struktury. Tyto 
kolageny mají nízkou hydrotermální stabilitu a při jejich styku s vodou nebo vodní párou 
může dojít k jejich nevratnému smrštění ne
ří
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mechanismus poškození kolagenu. Hodnoty pH kolagenových materiálů kolem hodnoty 3 a 
nižší vypovídají již o silném poškození [26]. 
e nachází v kostním 
sy
jako 
m
 prvky nacházejí v kostní tkáni ve velmi malých 
nožstvích (od 10  do 10  mg/kg). Tyto běžné tkáňové koncentrace se velmi významně 
mění  a jsou ch ntinách (ppm), 
g/g, 10-6, nebo v biliontinách (ppb), ng/g nebo 10 . Dnes mohou být tyto prvky detekovány 
at
y v lid m
 
Celkové í v organ
 
2.4 Stopové prvky v kolagenní tkáni 
2.4.1 Základní charakteristiky prvků v lidském organismu a skeletu 
  
Lidské tělo obsahuje 80 chemických prvků, více jak 28 z nich s
stému. Podle současných poznatků jsou považovány za zásadní uhlík, vodík, kyslík, dusík, 
vápník hořčík, fosfor, sodík, draslík, chlor a síra. Tyto prvky nazýváme jako hlavní nebo 
akroprvky. Železo, mangan, měď, zinek, molybden, kobalt, selen, jód, fluor, nikl, chrom, 
cín, křemík, vanad a olovo jsou nazývány mikroprvky či stopové prvky. 
Stopové prvky pracují prostřednictvím enzymatických systémů v buňkách. Jejich rozsah 
působení je od ionizované formy až po specifický komplexu známý jako metaloenzymy. 
Na rozdíl od makroprvků se stopové
-6 -9m
arakteristické pro každý prvek. Obvykle se vyjadřují v milio
-9μ
kvantit
 
ivně s vysokým rozlišením [6]. 
Tabulka 6: Prvk ské  těle a jejich biologická funkce [6] 
 množstv ismu Prvek 
g nebo ppm (μg/g) % Biologická funkce 
O 43,000 61.0 Přítomný ve vodě a ve všech organickýcsloučeninách (s
h 
acharidy, AMK, tuky, NK). 
C 16,000 23.0 V kostře a ve všech organických sloučeninách. 
H 7,000 1  h. 0.0 Ve vodě a všech organických sloučeninác
N 1,800 2.6 V AMK, NK a ve většině organických sloučeninách. 
Ca 1,200 v suché kosti 25 
nem.  
Nejvíce v kostře ve formě kalcium-fosfátu (99 
%). Důležitý pro krevní srážení, excitaci 
periferního nervstva a svalový pohyb. V plasmě 
regulován parathormonem a kalcitoni
Cd mléčný zub 50 μg/g  
ěle. 
 
Toxický i v malé koncentraci. Zdrojem Cd jsou 
průmyslová hnojiva, popílek z fosilních paliv a
kov zpracující rostliny. Divoká zvířata kumulují 
Cd z rostlin a z hmyzu ve svém t
P 580 0.8 fátu je přítomen v krvi. Fosfát je 
Nejvíce fosforu se nachází v kostře spolu s Ca. 
Ve formě fos
vázán v tucích, sacharidech, NK. Chová se jako 
přenašeč energie uvnitř buněk. 
S 140 0.2 Síra je přítomna v esenciálních AMK cysteinu a methioninu. 
K 137 0.2 
Hlavní intracelulární ion. Rovnováha je zajištěna 
 
ránového 
rvů 
a svalů. 
pomocí hormonální kontroly aldosteronem. K a
Na jsou odpovědní za udržování memb
potenciálu. Je nepostradatelný pro excitaci ne
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Na 70 – 95 0.14 
Hlavní extracelulární ion (udržuje osmotickou 
rovnováhu). Koncentrace v plasmě je 
hormonálně regulována aldosteronem. Patří 
. k prvkům, které nejsou ovlivňovány diagenezí
Cl 84 – 94 0.12 Pasivně doprovází sodík a stejně jako on se účastní udržování extracelulární kapaliny. 
Mg 190 3 
á 
Kofaktor mnoha enzymů, zejména přenašečů 
energie. V buňkách formuje komplex s ATP. 
Nepostradatelný pro funkci ribozomů, účastní se 
svalových kontrakcí a nervosvalové excitace. M
ochranný účinek v případě intoxikace olovem.  
Si 18 0.03 
. 
tečný 
arušení 
 
Esenciální prvek pro jednoduché organismy, kde 
slouží pro formaci struktury. Aktivita křemíku 
proti ateroskleróze byla objevena v roce 1911
V 70. letech 19. století se zdálo, že nedosta
obsah Si ve stravě může přispívat k některým 
typům aterosklerózy a hypertenze, n
kostí, Alzheimerově chorobě a procesům 
stárnutí. Účastní se procesu stárnutí působením
v molekulách kolagenu a elastinu. 
Fe 3,5 – 5 
 ný 
ezo je tedy 
 
Hlavní prvek hemoglobinu, který je zodpověd
za transport kyslíku. Enzymy obsahující Fe se 
podílí na transportu elektronů. Žel
součástí myoglobinu, transferrinu a ferritinu. 
Vyplňuje dutiny po rozkladu organické hmoty a
je zachycován na povrchu kostí.  
Zn 2 – 3 
 
v 
u 
otravě.   
Centrální část více než 300 enzymů a proteinů 
(např. kolagenáza, 5-nukleotidáza, ...). Má vli
na růst, chuť k jídlu, příchuť, keratogenezi, 
hojení ran. V průběhu zkostnatění se obsah zink
v kostech nemění, tudíž může Zn, kromě Sr, 
sloužit jako orientační ukazatel přítomnosti 
rostlinných a živočišných bílkovin v p
Cu 0,080  
vinách, které mají vztah Měď se objevuje v bílko
k transportu elektronů, např. cytochrom oxidáza. 
Ve zvířecím těle se Cu nalézá hlavně 
v organických částech. 
Mn 
 mitochondriální superoxiddismutáze 
ožené 
ci míst s mikrobiální 0,012  
Přítomen v
a v glykosyltransferáze. Obohacuje kosti ul
v půdě, což vede k akumula
aktivitou. 
I 0,013  Jód je přítomný v hormonech štítné žlázy, tyroxinu a trijodotyroxinu. 
Co 0,002  Co je součást vitamínu B 12. 
Mo 0,010  Přítomen v enzymu xantin-aldehyd-oxidáze. 
Se 0,006 – 0,010  
u glutathionperoxidázy 
i 
Jako součást enzym
zajišťuje ochranu buněčných membrán prot
jejich destrukci peroxidázami tuků a volnými 
radikály.  
Cr   Důležitost chromu spočívá v jeho vlivu na 
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metabolismus glukózy. Toxicita Cr závisí n
jeho vale 3+
a 
nci. Cr  se podílí na metabolismu 
iálním sacharidů a tuků, z tohoto důvodu je esenc
prvkem. Cr6+ má alergenní a karcinogenní 
účinek. 
Al v lidské kosti 1,64 ± 1,11  
 
ě bývají 
ch 
Původ encefalopatie a osteomalacie bývá 
spojován s nadbytkem Al v organismu. Běžné
hodnoty dosahují až 300 μg/g. V půd
kosti  silně kontaminovány hliníkem. Al má 
velkou afinitu k fosforu a fluoru a v koste
může nahradit Ca ve vazbě k PO43-. 
Ba,Sr   
. 
 
cích se zemědělstvím. 
Oba prvky mají silnou afinitu k PO43- a proto ve 
v kostech vážou mnohem silněji než Ca. 
Všechna absorbovaná množství Ba a Sr se 
ukládají v kostech, proto mají masožravci v těle 
méně těchto prvků (100 – 300 ppm) než 
všežravci (150 – 400 ppm) a býložravci (400 – 
500 ppm). Z tohoto důvodu nízký obsah Ba a Sr 
v kostech svědčí o velké kvantitě masa ve stravě
Tudíž obsah  těchto prvků v kostech lovců byl
značně nižší než u lidí živí
 Distribuce olova není stejnoměrná. Více olova 
než ve stehenní kosti je uloženo ve spánkové 
kosti a prstních kůstkách. 
Pb  
V potřeba 10 μg/den 
 nzymy, 
íku, usnadňují tedy 
tvorbu uhlíkovo-halogenidové vazby. Některé 
bakterie mají nitrogenázu obsahující vanad, která 
redukuje dusík na amoniak. 
Řasy, lišejníky, houby a bakterie mají e
které potřebují vanad pro svojí aktivitu. Tyto 
enzymy obsahují haloperoxidázy, které 
katalyzují oxidaci halogenových iontů 
prostřednictvím peroxidu vod
 
2.4.2 Stopové prvky u živočichů 
 
Pro živočichy a pro rostliny jsou stejné prvky, s výjimkou boru, naprosto nepostradatelné. 
N
ě nedostatečné pro poskytnutí odpovídajících 
in
avíc živočichové a lidé potřebují ještě jod, selen, sodík, fluor, kobalt, chrom a nikl. 
Patologické změny způsobené nedostatkem prvků souvisí s druhem, pohlavím a věkem 
živočicha.   
Z chemického hlediska není funkce stopových prvků jako skupiny u všech živočichů stejná. 
Takové prvky jako Ni a Co, Zn a Cd nebo Se a Te, které jsou podobné z fyzikálně – 
chemického pohledu, jsou zcela nepodobné z fyziologického pohledu.  
V mnoha případech bylo demonstrováno metabolickými studiemi, že analytické stanovení 
obsahu některých prvků ve stravě je samo o sob
formací o jejich dostupnosti v organismu. Ve vnějších životních podmínkách i ve vnitřním 
prostředí organismu jsou prvky v permanentních vzájemných interakcích, stejně tak jako 
v interakcích s ostatními organickými látkami.  
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Z tohoto důvodu by mělo stanovení množství minerálů dostupných organismu z potravy 
zahrnovat i velikost minerální části stravy, která je v absorbovatelné formě, tj. v teoretickém 
maximu dostupnosti a posléze část, která je skutečně upotřebená tělem. 
ových prvků z vody. Výjimkou se zdá být fluor, 
olem 50 % nezbytně nutného množství může být získáno z vody. Co se týče ostatních prvků, 
č
 a citlivá technika překonala UV – fotomterii a tehdy tolik rozšířenou 
uoriometrii, stejně jako optickou emisní spektroskopii. Vývoj takových analytických 
procedur, jako AAS a hmotnostní spektrometrie s indukčně vázaným plazmatem (ICP – MS) 
entrace nejen majoritních prvků, ale 
obzvláště stopových prvků, které se zdají být determinující jak pro způsob života, tak pro 
 
 kosmetickém a kožedělném průmyslu. Propuknutí 
„nemoci šílených krav“ (BSE – Bovinní spongiformní encefalopatie) zapříčinilo znepokojení 
lagenu, i když hypotéza o přenosu infekčních činitelů ze zvířete na člověka 
nebyla přímo potvrzena. Tyto okolnosti vyvolaly silnou potřebu alternativních zdrojů 
k
řípravné procedury bývají prováděny při 4°C a vzorky obvykle nakrájíme na 
m
 H2O2. Po odstranění 
su
ltrací. Supernatant 
Člověk přijímá pouze malé množství stop
k
lověk pokrývá 28 % svojí potřeby vápníku a mědi, 18 % hořčíku, 14 % zinku a 13 % železa 
pouze z vody [6]. 
2.4.3 Metody analýzy stopových prvků 
 
Plynová chromatografie s elektronovým záchytem je jedna z nejcitlivějších metod. Např. 
nejnižší obsah selenu (pouze 10-12 g) může být naměřen použitím této metody. Pokud jde o 
citlivost, tato metoda je následována atomovou absorpční spektrometrií s technikou generace 
hydridů o koncentraci více jak 10-12 g, fluorimetrií (10-11 g) a aktivační analýzou (10-10 g). 
Nárůst použití RTG fluorescence a spektroskopie s RTG paprsky indukovanými protony je 
důležitý pro možnost přímé a multiprvkové analýzy. Vývoj atomové absorpční spektrometrie 
(AAS) po roce 1960 znamenal skutečnou revoluci v oblasti prvkové analýzy. Tato relativně 
jednoduchá, rychlá
fl
s laserovou ablací umožnil získat obraz zastoupení a konc
lidské zdraví [6].  
 
2.5 Izolace kolagenu z různých živočišných tkání 
2.5.1 Materiál 
 
Štěpy z kůží skotu a prasat, stejně jako kosti, jsou hlavní zdroje kolagenu a želatiny 
používané v potravinářství, farmacii,
mezi uživateli ko
olagenu. Využívá se zejména odpad z ryb (kosti, kůže, šupiny, ploutve), ale také kůže a kosti 
jiných zvířat (např. drůbeže) [27,28].  
2.5.2 Metody 
 
Všechny p
alé kousky [29]. Prvním z kroků izolace je odstranění nekolagenních proteinů a pigmentů 
pomocí 0,1 M NaOH po dobu 12 hodin s výměnou roztoku každé 2, 3 nebo 4 hodiny. Jiné 
metody užívají k efektivnějšímu odstranění pigmentů bělení 3%
pernatantu jsou vzorky promývány ledovou destilovanou vodou do neutrální reakce 
[28,30,31]. 
Dalším krokem je odstranění tuků pomocí detergentů nebo např. 10% butylalkoholem a  
diethyl etherem po dobu 24 hodin, přes noc či ve třech 6-ti hodinových intervalech. Poté jsou 
vzorky opět promyty ledovou destilovanou vodou [28, 29, 30, 31].    
Následuje extrakce kolagenu 0,5 M kyselinou octovou, citrónovou, ale také mléčnou po 
dobu 24 hodin nebo 3 dnů [27, 28, 29, 30] s následnou centrifugací nebo fi
 - 37 -
oo konečnou úpravu lyofilizaci [28, 29, 30].  
všem nutností dodržet optimální hodnotu pH, jeho efektivní 
množství a správný reakční čas.  Při dodržení těchto podmínek je pepsin účinný nástroj pro 
izol du 
vysoké extrahovatelnosti 
Volba optimálního postupu izolace kolagenu záleží na materiálu, ze kterého izolujeme 
(např. kůže, kosti, ploutve).  
 
Obr. 13: SEM (scanning electron microscope) znázornění pórů kolagenu izolovaného 
z amura bílého (A) a z telecí kůže (B) [28] 
bsahující kolagen rozpustný v kyselině octové je vysolen pomocí NaCl o výsledné 
koncentraci 2,5 M v přítomnosti 0,05 M Tris (pH 7,0). Výsledné precipitáty jsou 
centrifugovány při 20 000g 30, 40 či 60 minut [28, 29, 30, 31]. Některé postupy využívají 
opakovaného rozpuštění sraženiny v 0,5 M kyselině octové, dialýzu oproti 0,1 M kyselině 
octové a destilované vodě a jak
Při extrakci kolagenu se můžeme také setkat s použitím pepsinu. Pro dosažení vysoké 
aktivity tohoto enzymu je o
aci kolagenu.V procesu extrakce je však nejvíce využívána kyselina octová z důvo
[31]. 
 
 
2.6 Možnosti analýzy proteinů v biologickém materiálu 
 
Proteiny neboli bílkoviny yselin. Aminokyseliny se 
v proteinech spojují navzájem peptidovými vazbami. Základem, páteří proteinové molekuly je 
tedy polypeptidový řetězec, který má na jednom konci skupinu – NH2, která tvoří tzv. N – 
konec polypeptidu a na druhém skupinu – COOH tvořící jeho C – konec [3]. 
 
Obr. 14: Polypeptidový řetězec [3] 
 
 vznikají polykondenzací aminok
 
 
2.6.1 Metody stanovení celkové koncentrace proteinů 
 
Hlavní rysy společně všem bílkovinám zahrnují omezení možných konformací vyplývající 
z kovalentních a nekovalentních vazeb a uspořádání jejich struktury. Pro všechny bílkoviny 
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js
inů existuje celá řada metod. Základním problémem je 
ýběr nejvhodnější metody pro daný případ. Vhodnou strategií je kombinovat dvě metody 
ech, jako např. měření absorbance při 280 nm a 
 
M
ů s ionty mědi 
o metoda 
e proteinů 
4. Metoda Bradfordové s vazbou barviva Coomassie modř na proteiny 
šiny 
6. Stanovení bílkovin Kjeldahlovou metodou [32]. 
etekční limity jednotlivých metod [24]:
ou rovněž společné fyzikálně – chemické metody používané k určování jejich struktury. 
Specifické bílkoviny mají unikátní strukturu a vlastnosti, které jim umožňují zastávat 
specifické biologické funkce [1].   
Pro kvantifikaci celkových prote
v
založené na různých chemických princip
tvorbu měďnatých komplexů [32]. 
etody stanovení celkových proteinů: 
1. Metody založené na interakci protein
a) Biuretová metoda 
b) Hartree – Lowryh
c) Bicinchoninová metoda 
2. Ninhydrinová metoda po kyselé hydrolýz
3. Stanovení z UV spektra 
5. Stanovení celkových proteinů ze su
 
D  
ství zorku limit (g/l) 
ho m
n po drolý  0,05 
V absorpce          1 ml               0,03 – 0,3 
radfordové metoda         0,1 – 0,2 ml              0,06 – 0,3 
       0,5 – 10 ml              2 - 10 
 
a tvorbě fialově zbarvených chelátů mědi s bílkovinou. 
R
. Biuretová metoda je vhodná pro vzorky 
bsahující 1 až 10 mg proteinu v ml, které se ředí zhruba 5x přidáním činidla na konečnou 
 ml. Většina proteinů poskytuje tmavě červené zbarvení 
s maximem absorbance (λmax) při 550 nm [32]. 
 
Metoda           Množ  v     Detekční 
 
Biuretová metoda         1 ml               1 – 10 
Hartree – Lowry etoda        1 ml               0,1 – 0,6 
Bicinchoniová metoda        0,1 ml               0,2 – 1,0 
Ninhydri hy ze        1 ml               0,02 – 
U
B
Sušina    
 
2.6.1.1 Biuretová metoda 
Biuretová metoda je založena n
ůzné bílkoviny dávají tuto reakci se stejnou intenzitou. Při stanovení neruší amonné soli. 
Zbarvení však musí být standardizováno buď na čistou bílkovinu, nebo se musí množství 
bílkoviny stanovit jinou metodou. 
Metoda je založena na chelataci měďnatého iontu imidovými strukturami polypeptidu 
ionizovanými v silně alkalickém prostředí za vzniku červeného komplexu. Je pojmenována 
podle sloučeniny biuretu, vznikajícího tavením močoviny za odštěpení amoniaku, která je 
modelem dvou peptidových vazeb a vytváří za těchto podmínek barevný komplex s mědí. Se 
stanovením interferuje glukóza a jiné měď redukující látky, jako např. proteiny bohaté na 
sulfhydrylové skupiny (keratin). Taktéž interferují vysoké koncentrace amonných solí a 
některé fosfáty užívané při purifikaci proteinů
o
koncentraci 0,2 až 2 mg proteinu na
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 o biuretové stanovení, namísto původních pěti činidel. Dochází 
 tvorbě daleko intenzivnějšího zbarvení (zvýšená citlivost) a stanovení je lineární v širším 
 
kto stanovit celkové proteiny z UV absorbance za použití kyvet 
z
že při 235 nm se uplatňuje příspěvek absorpce peptidické vazby. Kromě toho 
bsorpce nukleových kyselin při 235 a 280 nm je prakticky stejná a není tudíž nutné provádět 
korekci. 
2
porný náboj. Postranní řetězec R, 
terým se jednotlivé aminokyseliny navzájem liší, může být polární i nepolární. Tyto jejich 
vlastnosti se význa
 
Obr. 15: Základní tvar a obojetný ion aminokyselin [3] 
 
2.6.1.2 Hartree – Lowryho metoda 
 Stanovení dle Hartree-Lowryho je kolorimetrické, založené na dvousložkovém činidle. 
První složkou je buiretové činidlo, druhou složkou je Folin–Ciocaltauovo činidlo na fenoly. 
Jde o polykyseliny fosfomolybdenové a fosfowolframové, které se redukují tyrozinovými 
zbytky proteinů a barví se modře. Metoda byla mnohokrát upravena. Jednu z 
nejpoužívanějších modifikací vypracoval Hartree v roce 1972. Verze využívá tři činidla, 
z nichž první dvě jsou pr
k
rozsahu koncentrací [32]. 
2.6.1.3 Stanovení proteinů měřením absorbance v UV oblasti 
Proteiny obsahující postranní aromatické řetězce fenylalaninu, tyrosinu a tryptofanu, které 
absorbují světlo v UV oblasti spektra při 275 až 280 nm. Při vhodném naředění proteinového 
vzorku je možné ta
 křemenného skla. Metoda je vhodná pro přímé stanovení koncentrace proteinů zejména ve 
zředěných roztocích.  
Většina bílkovin vykazuje při 280 nm absorpci v důsledku přítomnosti aromatických 
aminokyselin. Poněvadž obsah těchto složek kolísá u různých bílkovin jen ve velmi úzkém 
rozmezí, lze z naměřené absorbance určit koncentraci celkové bílkoviny. Rušivý vliv 
nukleových kyselin, které absorbují mnohem silněji při 260 nm než při 280 nm, lze do značné 
míry eliminovat zavedením korekčních faktorů. Novější metoda stanovení bílkovin využívá 
zjištění, 
a
 
.6.2 Metody pro stanovení primárních aminoskupin 
 
Aminokyseliny jsou známy především jako stavební kameny proteinů, vyskytují se však 
v buňce v malém množství i volně. Tvoří i řadu biologicky významných derivátů. 
V proteinech se vyskytují výhradně α–aminokyseliny, jejichž aminoskupina je na uhlíku 
bezprostředně sousedícím s karboxylem. V neutrálním prostředí jsou aminokyseliny přítomny 
výhradně ve formě obojetných ionů – nesou kladný i zá
k
mně uplatňují ve struktuře proteinů [3]. 
 
 
iminoskupinami vznikují barevné produkty. Reakcí s primárními aminoskupinami vzniká  
2.6.2.1 Ninhydrinová metoda stanovení aminoskupin 
Oxidačněredukční reakcí ninhydrinu (2,2-dihydroxy-1,3-indandion) s volnými amino- a 
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modrofialový komplex,  který se nazývá Ruhemanova violeť (λmax = 570 nm). Reakcí 
s iminoskupinami, např. u prolinu (Pro) a jeho derivátů, se tvoří žlutý komplex (λmax = 440 
n
antin, který reaguje s reakcí uvolněným 
moniakem za výrazného prohloubení zbarvení [32]. 
2
nsulfonové (TNBSA). Je velmi citlivá na pH a vyžaduje dostatečně dlouhý 
re
oddělena z vodné fáze. Tento proces umožňuje 
specifické stanovení -aminoskupin [33]. 
 
.6.3 Hydrolýza bílkovin 
 
í 
ůsobením proteáz a peptidáz ke štěpení peptidových vazeb na peptidy a aminokyseliny [3]. 
 
Obr. 16: Peptidová vazba (na bílém pozadí) [3] 
 
m). 
V peptidech a proteinech, kde jsou aminokyseliny vázány peptidovou vazbou, reaguje 
pouze volná ε-aminoskupina lysinu (Lys). Pro zvýšení citlivosti reakce se přidává do reakční 
směsi částečně redukovaný ninhydrin zvaný hydrind
a
 
.6.2.2 Metoda TNBSA (2,4,6 – trinitrobenzensulfonová kyselina) 
Tato metoda spočívá ve stanovení ε–aminoskupin v rozpustných a méně rozpustných 
proteinových materiálech spektrofotometrickou metodou s použitím kyseliny 2,4,6 – 
trinitrobenze
akční čas. 
TNBSA je používána jako UV chromofor při různých postupech pro stanovení primárních 
aminoskupin (dominantní reakce s primárními aminoskupinami) v peptidech, proteinech a 
potravinách.  V alkalickém pH reaguje TNBSA s terminálními -aminoskupinami a stejně tak 
i s -aminoskupinami lysinu uvnitř řetězce. Vlivem kyselé extrakce v prostředí etheru není 
TNP--aminoskupina  ionizována a je 
2
Hydrolýzou bílkovin rozumíme rozklad bílkovinné struktury (substrátu) způsobený obvykle 
enzymovou hydrolýzou (působením např. trypsinu, papainu, pepsinu). Při reakci docház
p
 
 
Celý proces proteolýzy začíná tím, že proteinová molekula určená k degradaci se 
kovalentně váže s malým proteinovým kofaktorem. Karboxylový konec molekuly kofaktoru 
se přitom aktivuje působením enzymu konverzí na thiolový ester. Tato konjugace se opakuje, 
a
ch buněk využity i jako epitopy pro navození imunitní odpovědi, 
c
ž nakonec je na proteinový substrát navázán komplex alespoň pěti molekul kofaktoru. 
Aktivovaná molekula proteinového substrátu, která má být degradována, se ve vnějším 
prstenci uvede do rozvinutého lineárního stavu a pak je odtransportována do centrální dutiny, 
kde se uplatní proteolytický účinek jednotlivých podjednotek obou vnitřních prstenců. Protein 
je postupně štěpen na peptidy obsahující asi 10 až 12 aminokyselin, a ty jsou pak úplně 
rozštěpeny účinkem cytosolových exopeptidáz. Výstupní peptidy mohou být v některých 
situacích a v některých type
ož se týká např. virů [34]. 
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Proteolytické enzymy patří do široké skupiny hydroláz a dělí se na čtyři skupiny podle 
charakteristické funkční skupiny jejich aktivního centra (které zprostředkovává vlastní štěpící 
reakci). Jde o proteinázy serinové (např. pankreatické enzymy trypsin, chymotrypsin, 
hemokoagulační faktory, složky komplementu), cysteinové (většina lyzosomových proteináz), 
metaloproteinázy (např. kolagenázy, enzym konvertující angiotenzin) a kyselé proteinázy 
(n
ntačně detekovat pomocí biuretové metody, zatímco 
s kyselinou trinitrobenzensulfonovou. 
 
2
ů. 
měrné 
ů a vyvolá jejich pohyb.  
rincipem separace složek vzorku je rozdílná rychlost jejich migrace, neboť nabité částice 
ostředí liší svou elektroforetickou pohyblivost [35]. 
zorku se v průběhu separace vytvářejí oddělené zóny jednotlivých složek. 
V
ace částice v jednom místě, dostávají se 
b
Na nabitou částici o náboji Q působí v elektrickém poli o intenzitě E dvě síly: elektrická síla 
F1, která jí uvádí do pohybu, a odpor viskózního prostředí F2, který ji brzdí.  
 
apř. renin, proteináza HIV). Každá z proteináz se vyznačuje specifičností a jejich soubor se 
uplatňuje jako dobře koordinovaný funkční celek [34]. 
Ke sledování proteolýzy jsou obvykle využívány metody zavedené ke stanovení 
koncentrace bílkovin nebo aminokyselinového složení. Postupnou degradací bílkovinného 
substrátu dochází k úbytku počtu peptidových vazeb a k přírůstku aminoskupin. Změny 
množství peptidových vazeb lze orie
přírůstek volných aminoskupin je možné sledovat pomocí ninhydrinové metody nebo metody 
 
.6.4 Elektromigrační separační metody 
 
Elektromigrační separační metody využívají dvou elektrokinetických jevů – elektroforézy a 
elektroosmózy. V prostředí obsahujícím roztok s nabitými částicemi a pevné povrchy stýkající 
se s roztokem, které mohou nést elektrické náboje (stěny kapiláry, povrchy přítomných 
částic), se vytvářejí elektrické dvojvrstvy. Časem vzniká určité rovnovážné rozdělení náboj
V elektromigračních separačních metodách je na toto prostředí připojeno stejnos
elektrické pole, které poruší rovnováhu v rozložení náboj
 Elektroforéza – po aplikaci napětí se nabité částečky pohybují k opačně nabité 
elektrodě 
 Elektroosmóza – po aplikaci napětí se v křemenné nebo skleněné kapiláře pohybuje 
voda k záporné elektrodě 
P
různých složek se v určitém pr
 
2.6.4.1 Princip elektroforézy 
Elektroforéza spočívá v migraci elektricky nabitých částic ve stejnosměrném elektrickém 
poli. Toto elektrické pole se vytváří vkládáním konstantního stejnosměrného napětí mezi 
elektrody. V zónové elektroforéze je prostředí mezi elektrodami tvořeno základním 
elektrolytem, který zajišťuje dostatečnou elektrickou vodivost v celém systéme. Vzorek je 
dávkován do určitého místa tohoto systému. Kationty migrují k zápornému pólu, anionty ke 
kladnému pólu a neutrální molekuly či částice se nepohybují. Vlivem odlišné rychlosti 
migrace složek v
elikost nabitých částic vzorku může být různá, od jednoduchých iontů až po 
makromolekuly. 
Elektroforetická pohyblivost μe určité nabité částice je rychlost jejího pohybu v elektrickém 
poli o jednotkové intenzitě. Jsou-li na začátku separ
ěhem separace dopředu nabité částice, které mají větší pohyblivost, a opožďují se částice 
s menší pohyblivostí. Tím dochází k jejich oddělení. 
vkF
F
2
EQ 1  
 - 42 - 
Koeficient k závisí na tvaru a velikosti částice a na viskozitě prostředí η. 
Je-li v počátečním okamžiku rychlost v nulová, částici uvede síla F1 do zrychleného pohybu. 
S rostoucí rychlostí v se zvětšuje síla F2, dokud se nevyrovná síle F1. Nastane stacionární 
stav, ve kterém se nabité částice pohybují stálou rychlostí. 
Pro elektroforetickou pohyblivost 
vkEQFF    21
částice vychází vztah:  
kEe
  
V roztocích slabých elektrolytů jsou vedle sebe disociované (nabité) a nedisociované 
(nenabité) molekuly. Podíl nabitých částic je určen stupeň stupněm disociace α. Molekula 
takového elektrolytu proto vykazuje efektivní elektroforetickou pohyblivost danou součinem 
α . μ
Qv
selin a zásad lze měnit volbou pH prostředí, a tím také ovlivňovat 
separaci těchto látek [35]. 
2
é elektroforéze se velké molekuly oproti malým relativně zpožďují (obtížně pronikají 
g
u (BIS), která je zahájena volnými radikály 
e. Disociaci slabých ky
 
.6.4.2 Elektroforéza v polyakrylamidovém gelu (PAGE) 
Gelová elektroforéza patří mezi nejpraktičtější a nejvýkonnější metody používané pro dělení 
makromolekul. Používané nosiče by měly být stabilní a inertní, musí být vodivé a jejich 
struktura nesmí bránit putování iontů ve vodném prostředí. U běžně používaných gelů, jako je 
agaróza nebo polyakrylamid, je možné ovlivnit velikost jejich pórů. Separace molekul je 
založena jednak na elektroforetické pohyblivosti dělených látek, jednak na velikosti molekul. 
Při gelov
elem). 
Běžně používaným nosičem je polyakrylamidový gel, který je inertní, mechanicky pevný, 
průhledný a skýtá možnost přípravy nosiče různých předem určených vlastností (hustota 
zesíťování gelu, gradient hustoty gelu aj.). Polyakrylamidový gel vzniká polymeraci 
akrylamidu a N,N´- methylenbisakrylamid
vzniklými při rozkladu persíranu amonného    4282 2 SOOS  nebo při rozložení riboflavinu 
působením světla za přítomnosti malého množství O2. Do směsi se vždy přidává stabilizátor 
v
 jsou tvořeny BIS – stupeň zesíťování lze ovlivnit změnou poměru 
a
stému. Diskontinuita může být jak v koncentracích gelu, tak především p 
p
kulárního barviva (bromfenolové modři) ke 
vzorku, které vytváří ostrý pruh putující s čelem. 
olných radikálů TEMED (N,N,N´,N´-tetramethylendiamin). 
Fyzikální vlastnosti gelu a velikost pórů jsou dány podílem polyakrylamidu v gelu a 
stupněm zesíťování (lineární řetězce vznikají spojováním monomerů akrylamidu, přičemž 
vazby mezi nimi
krylamidu/BIS). 
Uspořádání elektroforézy může být v trubičkách nebo v tenké vrstvě (mezi dvěma 
skleněnými deskami). Zásadní dělení technik elektroforézy v polyakrylamidovém gelu 
(PAGE) není podle typu gelu či jeho tvaru, ale podle toho, zda je v kontinuálním nebo 
diskontinuálním sy
H a iontové síle. 
Velmi ostré zóny získáme při diskontinuální elektroforéze, která používá dva různé gely a 
několik odlišných pufrů o různém pH. Dělící (separační, dolní) gel se překryje asi 1 cm 
vrstvou tzv. zaostřovacího /startovacího, horního) gelu s velkými póry). Zaostřovací gel a 
vzorkovací pufr obsahují Tris-chloridový pufr, jehož pH (6,8) je asi o dvě jednotky nižší než 
má pufr dělícího gelu (9,2). Elektrodový roztok obsahuje Tris-glycinátový pufr pH 8,3. 
Hodnota intenzity proudu je nastavena na určitou konstantní velikost. Seřazené zóny se 
pohybují stejnou rychlostí, dochází k vzniku ostře ohraničených za sebou následujících zón 
iontů. Pohyb čela se indikuje přidáním nízkomole
 
Častou variantou PAGE je elektroforéza v přítomnosti dodecylsíranu sodného (SDS), který 
se váže na bílkoviny v poměru přibližně 1,4 g SDS na 1 g bílkoviny a udílí jim uniformní 
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náboj. Přesná povaha vzniklých asociátů není známá, předpokládá se micelární struktura, 
uvnitř které dochází k nekovalentním interakcím mezi uhlovodíkovými řetězci dodecylsulfátu 
a hydrofobními oblastmi bílkoviny. Nabité skupiny na povrchu micely jsou pak v kontaktu 
s pufrem. Celkový náboj částice je přitom záporný. Aby tyto komplexy mohly vzniknout, je 
nutné rozštěpit disulfidové můstky mezi řetězci bílkovin, nebo uvnitř těchto řetězců pomocí 
látek redukujících tyto můstky (např. β-merkaptoethanol). Některé bílkoviny je nutné ještě 
zahřát na 60 či 100°C po několik minut, proto se tento krok provádí ve všech případech. 
Vzniklé asociáty mají uniformní náboj a tvar tyčinky o konstantním průměru s délce úměrné 
relativní molekulové hmotnosti (SDS musí být přítomné ve vzorku i v gelu).  
Obr. 17: Schéma PAGE – SDS elektroforézy [36] 
 
 
 
 
 
 
2
 proteinů a RNA. Tento systém sjednocuje detekci a 
a
 separace, barvení, 
odbarvení, detekci a k základní analýze dat bez dalších zásahu uživatele. 
.6.4.3 Mikročipová elektroforéza 
Tento automatizovaný systém používá čipovou mikrofluidní technologii k zavedení 
automatické elektroforetické analýzy
nalýzu dat uvnitř jedné „základny“. 
Centrem systému je mikrofluidní čip, který obsahuje řadu plastových komůrek vázaných na 
malou skleněnou destičku. V této destičce je vyryta optimalizovaná síť mikrokanálků, z nichž 
jeden vždy protíná jednu plastovou komůrku. Jakmile jsou kanálky s gelem a se vzorky 
připraveny, elektroforetická stanice nasměruje vzorky skrz tyto mikrokanálky za specificky 
kontrolovaného a požadovaného napětí a proudu. Mikrofluidní čip spolu s činidly, 
elektroforetickou stanicí a softwarem jsou konstruovány k provedení
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Obr. 18: Systém Experion pro mikročipovou elektroforézu od firmy Bio-Rad [38] 
 
 
Tato metoda separuje a kvantitativně stanovuje proteinové vzorky od 10 do 260 kDa. 
Citlivost kitů je srovnatelná s koloidní Coomasiie Blue barvivem používaným u PAGE – SDS 
gelů [37]. 
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CÍLE PRÁCE 
 
Cílem předložené práce je studium a charakterizace kolagenu izolovaného z různých 
živočišných tkání. V rámci práce budou řešeny následující dílčí úlohy: 
 
 Rešerše – přehled využití kolagenu jako složky pro biomateriály a molekulární 
charakterizace kolagenu z různých typů živočišných tkání 
 
 Optimalizace postupu izolace kolagenu z různých druhů živočišných tkání, zejména 
drůbežích 
 
 Optimalizace metod molekulární charakterizace kolagenových izolátů 
 
 Vliv výživy a věku použitého organismu na vlastnosti izolovaného kolagenu 
 
 Studium stability izolátů kolagenu v modelovém fyziologickém prostředí 
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3 EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST 
3.1 Chemikálie, biologický materiál, přístroje a zařízení 
3.1.1 Standardní a speciální chemikálie 
 
Akrylamid (Serva, SRN) 
β-merkaptoethanol (Serva, SRN) 
Bromfenolová modř (Serva, SRN) 
Coomassie Brilliant Blue R-250 (Sigma, SRN) 
Dodecylsíran sodný (SDS) – (Serva,SRN) 
Hovězí kolagen (Purified Bovine Collagen Solution (Advanced BioMatrix, USA) 
Hovězí sérový albumin (Sigma, SRN) 
Kolagenáza z Clostridium histolyticum, Typ I (Sigma, SRN) 
N,N'-methylenbisakrylamid (BIS) – (Serva, SRN) 
N,N'-tetramethylendiamin (TEMED) – (Sigma, SRN) 
Pepsin (vepřový) – (Sigma, SRN) 
Persíran amonný (APS) – (Serva, SRN) 
Pikrylsulfonová kyselina, 5% roztok (TNBSA) – (Sigma, SRN) 
Proteinová směs 6 (Serva, SRN) 
Purified Soluble Collagen (Apcoll-S, Bathurst, Australia)  
Tris((Hydroxymethyl)aminomethan) – (Serva, SRN)  
Vysokomolekulární standard 36 – 205 kDa (Sigma, SRN) 
Vysokomolekulární standard All Blue 10 – 250 kDa (Bio-Rad, USA) 
Vysokomolekulární standard Dual Color 10 – 250 kDa (Bio-Rad, USA) 
 
Všechny ostatní chemikálie byly standardní čistoty, p.a.  
 
3.1.2 Biologický materiál 
 
Alternaria alternata (CCM 8326) 
Aureobasidium pullulans (CCM F-148) 
Fusarium solani (CCM F-552) 
Phanerochaete chrysosporium (CCM 8074) 
kmen Escherichia coli (CCM 3988) 
kmen Pseudomonas aeruginosa (CCM 3955) 
 
Hovězí kolagen (VÚP Brno) 
Živočišné tkáně (kuřecí, slepičí, kapří a vepřová kůže) 
 
3.1.3 Přístroje a zařízení 
 
Analytické váhy (Boeco, SRN) 
Centrifuga chlazená U-32 (Boeco, SRN) 
Elektrický vařič (ETA, ČR) 
Elektroforetická aparatura P9DS (Owel Separation Systems, USA) 
Elektroforetický zdroj EC 1000-90 (EC Apparatus Corporation, USA) 
Elektroforetický zdroj Major Science MP-300 N (Biotech, ČR) 
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Inkubátor 1000 (Heidolph, Německo) 
Mini Protean Tetra System (Bio-Rad, USA) 
Předvážky Ohous LS 2000 (SRN) 
Spektrofotometr VIS, Helios δ (Unicam, UK) 
Termostat OP30-U (Biotech, ČR) 
Třepačka Yellow line RS10 basic (IKA-WERKE, SRN) 
Ultrasonic compact cleaner (Powersonic Vráble, SR) 
Viskozimetr ARG2 TA Instruments (USA) 
Vodní lázeň EL-20D Kavalier (ČR) 
Vortex Reax top (Heidolph, Německo) 
Waterproof pH Tester 30 (Eutech Instruments, USA) 
Lyophilizator LABCONCO, Freeze Dry Systeme/Freezone 4.5 
 
3.2 Pracovní postup izolace kolagenu z živočišné tkáně 
 
Kolagen byl izolován z těchto živočišných tkání: kuřecí kůže, slepičí kůže, rybí kůže a 
vepřová kůže. Biologický materiál byl nakrájen na malé kousky (obr. A) a jako první krok 
následovala alkalická extrakce nekolagenních proteinů prostřednictvím 0,1 M NaOH na 
třepačce při 20°C po dobu 6 hodin. Roztok hydroxidu byl každé 2 hodiny vyměněn za čerstvý 
(obr. B). Následovalo promytí ledovou destilovanou vodou až do neutrální reakce. 
Druhým krokem izolace bylo odstranění lipidů pomocí detergentu Triton X – 100 (5% 
roztok v 1 M KCl ) za chladu (v ledničce při 4 °C po dobu 24 hodin, obr. C). Materiál byl 
následně opět promyt ledovou destilovanou vodou a rozmixován. 
Dalším krokem byla extrakce v 0,5 M kyselině octové na třepačce po dobu 3 dnů při 20°C 
(obr. D).  
 
Obr. 19 : Postup izolace kolagenu z mladé slepice 
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A – živočišný materiál před alkalickou extrakcí  
B – po 6 hodinách alkalické extrakce  
C – odstranění lipidů  
D – extrakce v kyselině octové    
E – vysolení kolagenu  
F – odstrředění kolagenu 
G – surový preparát mokrého kolagenu 
 
Po extrakci následovala filtrace přes gázu a vysolení kolagenu rozpustného v kyselině 
octové (obr. E) přidáním NaCl (v přítomnosti 0,05 M Tris – pH 7) o výsledné koncentraci 2,5 
M. Závěrečným krokem izolace bylo odstředění vláken na chlazené centrifuze (12 000 ot./min 
při 10 °C, obr. F). 
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Větší část vyizolovaného kolagenu byla ve spolupráci s ÚCHM VUT Brno zlyofilizována 
při cca -75°C (přístroj Lyophilizator LABCONCO, Freeze Dry Systeme/Freezone 4.5) a spolu 
s menší částí surového izolátu byla použita k dalšímu stanovení. 
 
3.4 Stanovení koncentrace celkových proteinů 
 
Pro stanovení koncentrace celkových proteinů byla použita biuretová metoda a metoda 
TNBSA. Vybrané metody byly kalibrovány na kolagen (Collagen type I, Sigma) a na 
aminokyselinu lysin.  
 
3.3.1 Biuretová metoda 
 
Biuretová metoda je založena na detekci peptidových vazeb a byla využita pro stanovení 
koncentrace celkových proteinů izolátů kolagenu (kuře, slepice mladá a stará) a také při 
studiu stability těchto izolátů v modelových prostředích. 
 
 
3.3.1.1 Roztoky 
Biuretové činidlo – 20,5 g CuCl2.H2O + 150 ml ethylenglykolu + roztok 300 g NaOH ve 
vodě doplněno vodou na objem 1 l, reakční směs zahřívána po dobu 4 hodin, po ochlazení 
ce 
.3.1.2 Kalibrace biuretové metody 
O
oratorní teplotě byla 
změřena absorbance v 1 cm kyvetách při 550 nm proti slepému vzorku. 
O
oratorní teplotě byla změřena 
bsorbance v 1 cm kyvetách při 550 nm proti slepému vzorku. 
3
 inkubaci. Poté byla u 
zorků změřena absorbance proti blanku v 1 cm kyvetách při 550 nm. 
 
filtra
 
3
 
ptimalizace metody s využitím standardního roztoku albuminu 
Do jednotlivých zkumavek bylo odměřeno 0,1 – 1,0 ml bílkovinného standardu – albuminu 
(3 mg/ml) a doplněno fyziologickým roztokem na 3 ml. Do další zkumavky, která sloužila 
jako blank, bylo odměřeno 3 ml fyziologického roztoku. Ke všem zkumavkám bylo přidáno 
0,3 ml biuretového činidla a po 20 – 30 minutách inkubace při lab
 
ptimalizace metody s využitím standardu kolagenu 
Do jednotlivých zkumavek bylo odváženo 1, 3 a 5 mg kolagenu (Collagen type I, Sigma) a 
přidáno 3 ml fyziologického roztoku. Do další zkumavky, která sloužila jako blank, bylo 
odměřeno 3 ml fyziologického roztoku. Ke všem zkumavkám bylo přidáno 0,3 ml 
biuretového činidla a po 20 – 30 minutách inkubace při lab
a
 
.3.1.3 Měření koncentrace bílkovin v izolátech kolagenu 
Byly připraveny zásobní roztoky izolátů kolagenu rozpuštěním navážky vzorku v 0,1 M 
kyselině octové. Do zkumavek bylo napipetováno 3 – 0,3 ml vzorku a doplněno 0,1 M 
kyselinou octovou na objem 3 ml. Do jedné zkumavky, která sloužila jako blank, byly 
napipetovány 3 ml 0,1 M kyseliny octové. Ke všem zkumavkám bylo přidáno z důvodu 
úpravy pH 150 μl 2 M NaOH a následně 0,3 ml biuretového činidla. Vzorky byly 
zvortexovány a ponechány 20 – 30 minut při laboratorní teplotě k
v
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3.3.2 Metoda TNBSA 
 
Metoda TNBSA se využívá ke stanovení celkových proteinů pomocí volných aminoskupin. 
Toto činidlo bylo použito ke stanovení volných aminoskupin v izolátech kolagenu a také ke 
stanovení aminoskupin uvolněných během studia stability jednotlivých izolátů v modelových 
prostředích. 
 
3.3.2.1 Roztoky 
Reakční pufr – 0,1 M NaHCO3, pH 8,5 
Roztok TNBSA – 0,01% roztok TNBSA v reakčím pufru, připravený vždy čerstvý 
 
 
3.3.2.2 Kalibrace metody TNBSA 
Byla připravena koncentrační řada aminokyseliny lysinu a přidáno 0,25 ml 0,01% roztoku 
TNBSA. Připravené vzorky byly ponechány k inkubaci při 37°C po dobu 2 hodin. Po uplynutí 
inkubační doby bylo k roztokům přidáno 0,25 ml 10% SDS a 0,125 ml 1 M HCl. U takto 
připravených vzorků byla změřena absorbance v mikrokyvetách při 335 nm proti pufru. 
 
 
3.3.2.3 Měření volných aminoskupin u  izolátů kolagenu 
Byly připraveny zásobní roztoky izolátů kolagenu rozpuštěním navážky vzorku v 0,1 M 
kyselině octové. Do zkumavek bylo napipetováno 0,5 – 0,025 ml vzorku a doplněno 0,1 M 
kyselinou octovou na objem 0,5 ml. Do jedné zkumavky, která sloužila jako blank, bylo 
napipetováno 0,5 ml 0,1 M kyseliny octové. Ke všem zkumavkám bylo z důvodu úpravy pH 
přidáno 25 μl 2 M NaOH a následně 0,25 ml roztoku TNBSA. Vzorky byly zvortexovány a 
ponechány po dobu 2 hodin při 37°C k inkubaci. Poté bylo do každé zkumavky přidáno 
0,25 ml 10% SDS a 0,125 ml 1 M HCl. Všechny zkumavky byly opět zvortexovány a byla 
změřena absorbance proti blanku v zúžených 1 cm kyvetách při 335 nm. 
 
3.5 Analýza kolagenu 
3.4.1 Vertikální PAGE SDS elektroforéza 
 
K vertikální elektroforetické separaci proteinů byla použita aparatura P9DS (16 x 14 cm), 
která je složena z elektroforetické vany a zdroje napětí a sestava Mini Protean Tetra System 
od firmy Bio-Rad. Nosičem byl polyakrylamidový gel a k detekci separovaných proteinů bylo 
použito barvivo Coomassie Brilliant Blue R-250 (Sigma).  
Jako standard byla použita Proteinová směs 6 (Serva), vysokomolekulární standard 36 – 205 
kDa (Sigma) a standardy All Blue a Dual Color (Bio-Rad). 
 
3.4.1.1 Roztoky 
Elektrodový pufr – 3 g Tris + 14,4 g glycin + 1 g SDS do 1 l redestilované vody 
Iniciační činidlo – 250 mg APS (persíran amonný) do 1 ml redestilované vody (vždy čerstvý) 
Separační (dělící) pufr pH 8,8 – 18,2 g Tris + 2,8 ml 32% HCl do 100 ml redestilované vody 
Vzorkovací pufr – 5 ml glycerolu + 1 g SDS + 2,56 ml β-merkaptoetanolu + 2,13 ml 
zaostřovacího pufru + cca 1 mg bromfenolové modři doplnit na objem 10 ml redestilovanou 
vodou 
Zaostřovací pufr – 6,1 g Tris + 2,5 ml 32% HCl do 100 ml redestilované vody 
Zásobní roztok AA/BIS (29:1) – 40% AA : 3,3% BIS 
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3.4.1.2 Polyakrylamidový gel 
Pro elektroforézu kolagenových vzorků byl používán 7,5% gel. Optimalizace hustoty gelu 
pro separaci proteinů byla provedena v rámci předchozí diplomové práce [39], na kterou 
předložená diplomová práce tématicky navazuje. 
 
Tabulka 7: Objemy roztoků na přípravu polyakrylamidového gelu v závislosti na jeho hustotě 
[39] 
 
Hustota gelu Roztoky (ml) 15% 12,5% 10% 9% 8% 7,5% 7% 6% 
Zásobní roztok AA/BIS 15 12,5 10 9 8 7,5 7 6 
Separační pufr 10 10 10 10 10 10 10 10 
Redestilovaná H2O 14,6 17,1 19,6 20,6 21,6 22,1 22,6 23,6
 
Do kádinky bylo napipetováno 7,5 ml zásobního roztoku AA/BIS, 10 ml separačního pufru 
a 22,1 ml redestilované vody. Tato směs byla vždy po dobu 5 minut sonifikována. Dále bylo 
přidáno po kapkách 0,4 ml 10% SDS, 60 μl TEMED a nakonec 400 μl APS, který zahájil 
polymeraci. Směs na gel byla opatrně zamíchána a nalita do prostoru mezi dvě skla 
v nalévacím stojanu. Mezi skla byl rychle vložen plastový hřeben pro vytvoření jamek pro 
nanášení vzorků. Gel byl ponechán polymerovat po dobu několika hodin. 
 
3.4.1.3 Příprava vzorků 
Vyizolovaný kolagen (cca 40 – 80 mg) byl rozpuštěn v 0,5 M kyselině octové a v 10 mg 
pepsinu na 1 ml kyseliny. Vzorky kolagenu byly smíchány se vzorkovacím pufrem v poměru 
1 : 1 a povařeny cca po dobu 10 minut na vodní lázni. Po nanesení do jamek gelu byly vzorky 
uchovány pro další použití při – 20°C. 
Vysokomolekulární proteinový standard 36 – 205 kDa (Sigma) byl podle návodu výrobce 
naředěn 100 μl deionizované vody. Z důvodu lepší viditelnosti separovaných bílkovin bylo 
množství deionizované vody optimalizováno na 50 μl. Standardy All Blue a Dual Color (Bio-
Rad) pro Mini Protean Tetra System byly nanášeny podle návodu výrobce bez jakýchkoliv 
úprav. Proteinová směs 6 byla naředěna na koncentraci 4 mg/ml. 
 
3.4.1.4 Provedení elektroforézy 
Z gelu byl odstraněn plastový hřeben a dále byly skla s gelem pečlivě upevněny pomocí 
plastových úchytných lišt do aparatury tak, aby nevytékal elektrodový pufr z elektrodového 
prostoru. Následně byl nalit elektrofový pufr také do elektroforetické vany. Vzorky byly 
naneseny do jamek v množství 15 – 20 μl. Aparatura byla přikryta průhledným víkem,dobře 
utěsněna a připojena ke zdroji napětí. Podle výsledků optimalizace [39] bylo zvoleno pro 
střední aparaturu napětí 90 V, proud 120 mA a čas 4 hodiny. Parametry pro Mini Protean 
Tatra System byly optimalizovány. 
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Obr. 20: Střední elektroforetická aparatura P9DS (16 x 14 cm) 
 
 
 
 
Obr. 21: Mini Protean Tetra System Bio-Rad [40] 
 
 
 
  
 
3.4.1.5 Barvení, odbarvování a vyhodnocení gelu 
 
Barvení pomocí Coomassie Brilliant Blue R-250 
Barvící roztok – 500 ml 50% metanolu + 100 ml 10% kyseliny octové + 2,5 g barviva 
Coomassie Brilliant Blue R-250 doplnit do 1 l destilovanou vodou 
Odbarvovací roztok – 150 ml 15% metanolu + 100 ml 10% kyseliny octové doplnit do 1 l 
destilovanou vodou  
 
Po skončení elektroforézy byl gel opatrně pomocí střičky s destilovanou vodou přenesen do 
odbarvovací nádoby, kde byl promyt etanolem a destilovanou vodou. Poté byl gel přelit 
barvícím roztokem a ponechán k obarvení po dobu 2 minut na třepačce. Následně byl gel 
promytý použitým odbarvovacím roztokem. V posledním kroku byl gel ponořen do čerstvého 
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odbarvovacího roztoku a ponechán na třepačce, dokud nebylo odbarvení dostatečné. Po 
odbarvení byl gel opatrně přenesen mezi dvě folie a naskenován. 
Velikost fragmentů separovaných proteinů byla určena pomocí standardů o známé 
molekulové hmotnosti.  
 
Barvení stříbrem 
Fixační roztok – 120 ml ledové kyseliny octové, 500 ml 96% ethanolu a 500 μl 35% 
formaldehydu doplněno do 1 l deionizovanou vodou 
Mycí roztok – 200 ml 96% ethanolu a 800 ml deionizované vody 
Senzibilizační roztok – 200 mg Na2S2O3 · 5H2O rozpustit v malém množství deionizované 
vody a poté doplnit na objem 1 l 
Barvící roztok – 2 g AgNO3 rozpustit v malém množství deionizované vody + 760 μl 35% 
formaldehydu doplnit do 1 l deionizovanou vodou (připravit vždy čerstvý a uchovat před 
použitím při 4°C) 
Vyvíjecí roztok – 60 g Na2CO3 rozpustit v malém množství deionizované vody + 4 mg 
Na2S2O3 a 500 μl 35% formaldehydu doplnit do 1 l deionizovanou vodou  
Ukončovací roztok – 120 ml ledové kyseliny octové + 500 ml deionizované vody dobře 
promíchat a doplnit na objem 1 l. 
 
Po ukončení elektroforézy byl gel opatrně pomocí střičky s destilovanou vodou přenesen do 
misky s fixačním roztokem. Důležité během přenosu je, aby gel nepřišel do kontaktu 
s žádným kovovým předmětem. Gel byl ponechán ve fixačním roztoku minimálně po dobu 2 
hodin. Po odstranění fixačního roztoku byl gel promýván 20% ethanolem po dobu 20 minut. 
Mycí roztok byl třikrát vyměněn za čerstvý.  
Gel byl následně převrstven senzibilizačním roztokem a ponechán na třepačce po dobu 2 
minut, poté byl gel dvakrát promyt deionizovanou vodou. Dále byl přidán studený barvící 
roztok, gel byl protřepáván cca po dobu 20 minut a postupně docházelo k vazbě stříbra na 
proteiny. Po obarvení byl gel dvakrát propláchnut větším množstvím deionizované vody.  
V dalším kroku byl gel propláchnut krátce malým množstvím vyvíjecího roztoku a poté 
bylo přidáno 300 ml vyvíjecího roztoku. K vyvinutí proteinového obrazu dochází během 2 – 5 
minut a po dosažení požadované intenzity obrazu je redukce zastavena přidáním 50 ml 
ukončovacího roztoku. Jakmile ustane bublání roztoku, vyvíjení je zastaveno [41]. Po 
ukončení celého procesu barvení byl gel opatrně přenesen mezi dvě folie a naskenován. 
Velikost fragmentů separovaných proteinů byla určena pomocí standardů o známé 
molekulové hmotnosti.  
 
3.4.2 Aminokyselinové složení izolátů kolagenu 
 
Aminokyseliny byly stanoveny formou zakázky ve spolupráci s Ústavem výživy, 
zootechniky a zoohygieny VFU v Brně. Ve vzorcích byly stanoveny celkové dusíkaté látky a 
jednotlivé aminokyseliny. Vzorky byly upraveny kyselou hydrolýzou 6 N HCl po dobu 24 
hodin při 110 ˚C a měřeny na automatickém analyzátoru aminokyselin. Výsledky byly 
dodány formou protokolů opatřených příslušným certifikátem. 
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3.6 Studium stability izolovaných kolagenů 
3.5.1 Tepelná stabilita 
 
Tepelná stabilita byla sledována u lyofilizováných vzorků kolagenu kuřete, mladé a staré 
slepice. Zvolena byla laboratorní teplota, dále 40°C a 80°C.  
Do jednotlivých zkumavek bylo naváženo 50 mg vzorku kolagenu a ke každé bylo přidáno 
2,5 ml fyziologického pufru. Pro kolorimetrické metody bylo posléze odebráno 0,5 – 1 ml 
vzorku z každé zkumavky. U laboratorní teploty byly vzorky odebrány ihned a po 1 hodinové 
inkubaci, u vyšších teplot pouze po 1 hodinové inkubaci. U odebraných vzorků byla změřena 
koncentrace peptidových vazeb biuretovou metodou postupem popsaným v kapitole 3.3.1.3  a 
také množství aminoskupin metodou TNBSA postupem popsaným v kapitole 3.3.2.3. Z každé 
zkumavky bylo také odebráno malé množství vzorku pro gelovou elektroforézu, tyto vzorky 
byly upraveny postupem uvedeným v kapitole 3.4.1.3. 
 
3.5.2 Fyziologická stabilita 
 
Fyziologická stabilita byla testována na lyofilizátech kolagenu kuřete, mladé slepice, staré 
slepice a také na hovězím kolagenu. Simulováno bylo 6 různých fyziologických prostředí:  
1) fyziologický pufr  
2) kolagenáza  
3) směsný enzymový preparát extracelulárních hydroláz  z Fusarium solani  
4) směsný enzymový preparát extracelulárních hydroláz  z Alternaria alternata  
5) směsný enzymový preparát extracelulárních hydroláz  z Aureobasidium pullulans   
6) směsný enzymový preparát extracelulárních hydroláz  z Phanerochaete chrysosporium  
 
Do každé zkumavky bylo naváženo 50 mg vzorku kolagenu a přidáno 2,5 ml 
fyziologického pufru. Dále bylo přidáno buď 10 mg kolagenázy nebo 20 mg příslušného 
lyofilizovaného směsného enzymového preparátu. Zkumavky byly zabaleny do alobalu, aby 
byl znemožněn přístup světla  a ponechány k inkubaci v termostatu při 28°C po dobu 2 a 24 
hodin. Po uplynutí doby inkubace bylo z jednotlivých zkumavek odebráno 0,5 – 1 ml 
vzorku. U odebraných vzorků byla změřena koncentrace peptidových vazeb biuretovou 
metodou postupem popsaným v kapitole 3.3.1.3  a také množství aminoskupin metodou 
TNBSA postupem popsaným v kapitole 3.3.2.3. Z každé zkumavky bylo také odebráno 
malé množství vzorku pro gelovou elektroforézu, tyto vzorky byly upraveny postupem 
uvedeným v kapitole 3.4.1.3. 
 
3.5.3 Kultivace bakterií v přítomnosti kolagenu a sledování jejich vlivu 
 
Kultivace bakterií v přítomnosti kolagenu a sledování jejich sorpce bylo provedeno u 
hovězího, kuřecího kolagenu a kolagenu z mladé slepice. Pro tento pokus byly použity 
organotrofní bakterie Pseudomonas aeruginosa (CCM 3955) a Escherichia coli (CCM 3988). 
Na Petriho misky byly naváženy 3 g kolagenu, který byl rozprostřen do tenké vrstvy. Ve 
spolupráci s ÚCHM FCH VUT Brno byl takto připravený kolagen zlyofilizován. Poté bylo do 
jednotlivých misek nalito 40 ml kultivačního média Nutrient Broth I a zaočkováno 
příslušnými kulturami. Takto připravené misky byly uloženy do termostatu nastaveného na 
37° C na dobu 48 hodin. V dalším kroku byl kolagen po kultivaci mikroskopován. Odebrané 
vzorky byly upraveny pro gelovou elektroforézu postupem uvedeným v kapitole 3.4.1.3. 
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3.6. Analýza elementárního složení  
 
Analýza vybraných prvků byla provedena metodou absorpční spektrometrie s indukčně 
vázaným plazmatem (ICP) ve vzorcích kuřecí kůže a kuřecí kosti, slepičí kůže a slepičí kosti 
z mladé slepice a v kůži staré slepice. Souběžně byly analyzovány i některé vzorky 
humánních kostí. V materiálu mineralizovaném pomocí mikrovlnného rozkladu byly 
analyzovány následující prvky: Se, Pb, Sr, Zn, Hg, Cd, Co, Ni, Cr, Cu. Analýza byla 
provedena ve spolupráci s pracovníky ÚCHTOŹP FCH VUT v Brně, VFU v Brně a SZÚ 
v Brně. 
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4 VÝSLEDKY A DISKUZE 
4.1 Izolace kolagenu z různých živočišných tkání 
4.1.1 Průběh izolace a výtěžky 
 
V návaznosti na předchozí experimenty [39] byla první izolace provedena z kuřecí kůže 
optimalizovaným postupem uvedeným v kapitole 3.2. Jelikož bylo dosaženo uspokojivého 
výtěžku 13,3 % vlhké hmotnosti (viz tabulka 8), stejný postup byl aplikován i při izolaci ze 
slepičí kůže (mladé i staré), kapří a vepřové kůže. Z důvodu potřeby většího množství 
materiálu pro testování stability byla provedena opakovaná izolace kuřecí a slepičí (mladé) 
kůže, u které bylo dosaženo ještě vyšších výtěžků: 35,2 % u kuřecího kolagenu a 12,8 % u 
slepičího kolagenu (tabulka 8). Hmotnost výtěžku uvedená v tabulce 8 je míněna jako 
hmotnost surového mokrého kolagenového preparátu zváženého po izolaci. 
 
Tabulka 8: Výtěžky kolagenu z jednotlivých izolací 
 
Biologický materiál Navážka (g) Výtěžek (g) Výtěžek (%) 
170,0 22,6 13,3 kuře 140,4 49,4 35,2 
191,0 14,2 7,4 slepice mladá 150,2 19,3 12,8 
slepice stará (5 let) 142,9 11,0 7,7 
rybí kůže (kapr) 262,4 57,3 21,8 
vepřová kůže 257,7 62,7 24,3 
 
Z výsledků uvedených v tabulce 8 vyplývá, že největších výtěžků bylo dosaženo u kuřecí 
kůže, vyšší výtěžky byly získány též u vepřové a kapří kůže. Slepičí kůže, obzvláště ta ze 
staré slepice, byla oproti předchozím mnohem tužší a pevnější a obsahovala také větší 
množství tuku, což negativně ovlivnilo extrakční procesy během izolace. 
4.1.2 Stanovení obsahu vody v kolagenových izolátech  
 
Ve spolupráci s ÚCHM VUT Brno byla provedena lyofilizace izolátů kolagenu. Na plastové 
Petriho misky bylo v tenké vrstvě naneseno přesně navážené množství mokrého kolagenu a 
ponecháno lyofilizovat při – 75°C po dobu 2 dnů. Lyofilizovaný kolagen byl dále použit ke 
stanovení celkových proteinů, k analýze aminokyselinového složení a ke studiu stability. 
 
Tabulka 9: Obsah vody v izolovaných vzorcích kolagenu 
 
Izolát biologického 
materiálu 
Výtěžek po 
izolaci (g) 
Hmotnost izolátů 
po lyofilizaci (g) 
Podíl suchého 
kolagenu (%) 
Obsah vody 
(%) 
kuře 22,6 7,5 33,0 67,0 
slepice mladá 14,2 3,8 26,6 73,5 
slepice stará (5 let) 11,0 3,5 32,0 68,0 
 
Kolagen byl zvážen před i po lyofilizaci. Z hodnot úbytku hmotnosti byl orientačně 
stanoven obsah vody, který se v izolátech pohyboval kolem 70 %. K zjištění přesnějšího 
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množství suchého kolagenu by bylo nutné provést s izoláty opakovanou extrakci v 0,5 M 
kyselině octové nebo také dialýzu. 
 
Obr. 22: Lyofilizovaný kolagen z kuřete a ze staré slepice 
 
 
4.2 Stanovení koncentrace celkových proteinů v kolagenových preparátech 
 
Hodnoty naměřené v tomto stanovení slouží nejen ke zjištění koncentrace proteinů 
v izolovaných kolagenech, ale také jako výchozí hodnoty pro sledování stability těchto izolátů 
živočišných tkání v modelových prostředích, kde byla použita biuretová metoda i stanovení 
primárních aminoskupin metodou TNBSA  pro monitoring probíhajících změn. 
Celková koncentrace proteinů byla stanovena u hovězího sérového albuminu a u 
lyofilizovaných vzorků kolagenu hovězího, kuřecího a slepičího z mladé a staré slepice. 
 
4.2.1 Biuretová metoda 
 
Vzorky byly proměřeny způsobem popsaným v kapitole 3.3.1.3 ve 2 paralelních řadách. 
Uvedené hodnoty absorbance jsou vždy průměrem naměřených hodnot. Z důvodu úpravy pH 
vzorku do oblasti vhodné pro činidlo (z kyselé do neutrální až slabě zásadité) byl ke vzorkům 
přidán 2 M NaOH v poměru 1: 0,05.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 - 58 - 
Tabulka 10: Naměřené a vypočítané hodnoty při stanovení koncentrace proteinů biuretovou 
metodou (Albumin) 
 
Zkumavka Vvzorek (ml) 
Vk. octová 
(ml) 
Včinidlo 
(ml) c (mg/ml) 
Absorbance 
λ = 550 nm 
Obsah proteinů 
(mg/ml) 
1 0,3 2,7 0,3 0,5 0,068 0,43 
2 0,6 2,4 0,3 1,0 0,183 0,96 
3 0,9 2,1 0,3 1,5 0,299 1,50 
4 1,2 1,8 0,3 2,0 0,416 2,05 
5 1,5 1,5 0,3 2,5 0,526 2,56 
6 1,8 1,2 0,3 3,0 0,637 3,07 
7 2,1 0,9 0,3 3,5 0,736 3,54 
8 2,4 0,6 0,3 4,0 0,837 4,00 
9 2,7 0,3 0,3 4,5 0,935 4,46 
10 3,0 0,0 0,3 5,0 1,035 4,93 
 
 
Graf 1: Kalibrační závislost pro stanovení koncentrace proteinů biuretovou metodou 
(Albumin) 
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Tabulka 11: Naměřené a vypočítané hodnoty při stanovení koncentrace proteinů biuretovou 
metodou (kolagen I, Sigma) 
 
Zkumavka 
Navážka 
kolagenu 
(mg) 
Vfyz. roztok 
(ml) Včinidlo (ml) 
Absorbance 
λ = 550 nm 
Obsah 
proteinů 
(mg/ml) 
1 1 3 0,3 0,105 0,390 
2 2 3 0,3 0,193 0,641 
3 3 3 0,3 0,212 0,822 
4 4 3 0,3 0,381 1,387 
5 5 3 0,3 0,393 1,551 
 
 
Graf 2: Kalibrační závislost pro stanovení koncentrace proteinů biuretovou metodou  
(kolagen I, Sigma) 
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Tabulka 12:  Hodnoty koncentrace proteinů stanovených biuretovou metodou   
(kolagen kuře) 
 
Zkumavka Vvzorek (ml) 
Vk. octová 
(ml) 
Včinidlo 
(ml) 
Navážka  
lyofilizátu 
(mg/ml) 
Absorbance 
λ = 550 nm 
Vypočtený obsah 
proteinů (mg/ml)
1 0,3 2,7 0,3 0,5 0,195 0,70 
2 0,6 2,4 0,3 1,0 0,458 1,73 
3 0,9 2,1 0,3 1,5 0,635 2,42 
4 1,2 1,8 0,3 2,0 0,828 3,18 
5 1,5 1,5 0,3 2,5 1,089 4,20 
6 1,8 1,2 0,3 3,0 1,346 5,21 
7 2,1 0,9 0,3 3,5 1,391 5,39 
8 2,4 0,6 0,3 4,0 1,774 6,89 
9 2,7 0,3 0,3 4,5 1,941 7,54 
10 3,0 0,0 0,3 5,0 1,947 7,56 
 
 
Graf 3: Ověření linearity stanovení proteinů  biuretovou metodou  
(kolagen kuře) 
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V grafu 3 je záznam ověření linearity odezvy biuretové metody na navážku lyofilizovaného 
kolagenového izolátu z kuřecí kůže Ze záznamu je patrné, že závislost je lineární do navážky 
cca 3 mg/ml.  
Hodnoty koncentrace proteinů v lyofilizátech vypočtené podle kalibrace na standard 
kolagenu I (viz graf 2) jsou poněkud vyšší než odpovídá samotným navážkám, což může být  
způsobeno zákalem nebo opalescencí některých roztoků kolagenu. 
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Tabulka 13: Hodnoty koncentrace proteinů stanovených biuretovou metodou   
(kolagen slepice mladá) 
 
Zkumavka Vvzorek (ml) 
Vk. octová 
(ml) 
Včinidlo 
(ml) 
Navážka 
lyofilizátu 
(mg/ml) 
Absorbance 
λ = 550 nm 
Vypočtený obsah 
proteinů (mg/ml) 
1 0,3 2,7 0,3 0,5 0,381 1,43 
2 0,6 2,4 0,3 1,0 0,764 2,93 
3 0,9 2,1 0,3 1,5 1,032 3,98 
4 1,2 1,8 0,3 2,0 1,259 4,87 
5 1,5 1,5 0,3 2,5 1,472 5,70 
6 1,8 1,2 0,3 3,0 1,631 6,33 
7 2,1 0,9 0,3 3,5 1,754 6,81 
8 2,4 0,6 0,3 4,0 1,870 7,26 
9 2,7 0,3 0,3 4,5 1,973 7,67 
10 3,0 0,0 0,3 5,0 2,061 8,01 
 
 
Graf 4: Ověření linearity stanovení proteinů  biuretovou metodou  
 (kolagen slepice mladá) 
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 V grafu 4 je záznam ověření linearity odezvy biuretové metody u izolátu ze slepičí kůže. Ze 
záznamu je patrné, že závislost je lineární do navážky cca 3 mg/ml podobně jako u kuřecí 
kůže. 
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Tabulka 14: Hodnoty koncentrace proteinů stanovených biuretovou metodou  
(kolagen slepice stará) 
 
Zkumavka Vvzorek (ml) 
Vk. octová 
(ml) 
Včinidlo 
(ml) 
Navážka  
lyofilizátu
(mg/ml) 
Absorbance 
λ = 550 nm 
Vypočtený obsah 
proteinů (mg/ml) 
1 0,3 2,7 0,3 0,5 0,224 0,81 
2 0,6 2,4 0,3 1,0 0,434 1,64 
3 0,9 2,1 0,3 1,5 0,647 2,47 
4 1,2 1,8 0,3 2,0 0,854 3,28 
5 1,5 1,5 0,3 2,5 1,031 3,98 
6 1,8 1,2 0,3 3,0 1,189 4,59 
7 2,1 0,9 0,3 3,5 1,326 5,13 
8 2,4 0,6 0,3 4,0 1,430 5,54 
9 2,7 0,3 0,3 4,5 1,550 6,01 
10 3,0 0,0 0,3 5,0 1,637 6,35 
 
 
Graf 5: Ověření linearity stanovení proteinů  biuretovou metodou  
 (slepice stará) 
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Tabulka 15: Hodnoty koncentrace proteinů stanovených biuretovou metodou   
(hovězí kolagen) 
 
Zkumavka Vvzorek (ml) 
Vk. octová 
(ml) 
Včinidlo 
(ml) 
Navážka  
lyofilizátu
(mg/ml) 
Absorbance 
λ = 550 nm 
Vypočtený obsah 
proteinů (mg/ml) 
1 0,3 2,7 0,3 0,5 0,026 0,04 
2 0,6 2,4 0,3 1,0 0,113 0,38 
3 0,9 2,1 0,3 1,5 0,186 0,66 
4 1,2 1,8 0,3 2,0 0,233 0,85 
5 1,5 1,5 0,3 2,5 0,300 1,11 
6 1,8 1,2 0,3 3,0 0,439 1,66 
7 2,1 0,9 0,3 3,5 0,539 2,05 
8 2,4 0,6 0,3 4,0 0,616 2,35 
9 2,7 0,3 0,3 4,5 0,701 2,68 
10 3,0 0,0 0,3 5,0 0,794 3,05 
 
 
Graf 6: Ověření linearity stanovení proteinů  biuretovou metodou   
(hovězí kolagen) 
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Z grafů 5 a 6 je patrné, že závislost odezvy biuretové metody na navážku příslušného 
kolagenového izobátu je lineární ve vyšším rozmezí koncentrací, u kůže ze staré slepice do 
cca 4 mg/ml a u hovězího kolagenu v celém rozmezí testovaných navážek, je tedy lineární až 
do 5 mg/ml. 
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4.2.2 Metoda TNBSA 
 
Vzorky byly proměřeny způsobem popsaným v kapitole 3.3.2.2 ve 2 paralelních řadách. 
Uvedené hodnoty absorbance jsou průměrem naměřených hodnot. Také u této metody byl 
z důvodu úpravy pH do oblasti vhodné pro činidlo (z kyselé do neutrální až slabě zásadité) 
byl ke vzorkům napipetován 2 M NaOH v poměru 1: 0,05. 
 
Tabulka 16: Naměřené a vypočítané hodnoty při stanovení primárních aminoskupin metodou 
použití TNBS (lysin) [43] 
 
Zkumavka Vstandardu (ml) Vpufru (ml) c (mg/ml) 
Absorbance 
λ = 335 nm 
Množství 
aminoskupin 
(mg/ml) 
1 0,5 0 0,01 0,774 0,008838 
2 0,4 0,1 0,008 0,718 0,008119 
3 0,3 0,2 0,006 0,629 0,006961 
4 0,2 0,3 0,004 0,492 0,005186 
5 0,1 0,4 0,002 0,251 0,002072 
 
 
Graf 7: Kalibrační závislost pro stanovení volných aminoskupin metodou TNBSA (lysin) [43] 
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Tabulka 17: Hodnoty při stanovení koncentrace proteinů metodou TNBSA  
(kolagen kuře )   
 
Zkumavka Vvzorek (ml) 
Vk. octová 
(ml) 
Včinidlo 
(ml) 
Navážka 
lyofilizátu 
(mg/ml) 
Absorbance 
λ = 335 nm 
Množství 
aminoskupin 
(mg/ml) 
1 0,025 0,475 0,25 0,1 0,022 x 
2 0,062 0,438 0,25 0,25 0,037 x 
3 0,125 0,375 0,25 0,5 0,120 0,0004 
4 0,187 0,313 0,25 0,75 0,269 0,0023 
5 0,250 0,250 0,25 1,0 0,313 0,0029 
6 0,312 0,188 0,25 1,25 0,334 0,0031 
7 0,375 0,125 0,25 1,5 0,460 0,0048 
8 0,437 0,063 0,25 1,75 0,533 0,0057 
9 0,5 0,0 0,25 2,0 0,568 0,0062 
 
 
Graf 8: Stanovení volných aminoskupin metodou TNBSA  
(kolagen kuře) 
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Tabulka 18: Hodnoty při stanovení koncentrace proteinů metodou TNBSA  
(kolagen slepice mladá)   
 
Zkumavka Vvzorek (ml) 
Vk. octová 
(ml) 
Včinidlo 
(ml) 
Navážka 
lyofilizátu 
(mg/ml) 
Absorbance 
λ = 335 nm 
Množství 
aminoskupin 
(mg/ml) 
1 0,025 0,475 0,25 0,1 0,054 x 
2 0,062 0,438 0,25 0,25 0,105 0,0002 
3 0,125 0,375 0,25 0,5 0,201 0,0014 
4 0,187 0,313 0,25 0,75 0,264 0,0022 
5 0,250 0,250 0,25 1,0 0,403 0,0040 
6 0,312 0,188 0,25 1,25 0,538 0,0058 
7 0,375 0,125 0,25 1,5 0,620 0,0069 
8 0,437 0,063 0,25 1,75 0,712 0,0080 
9 0,5 0,0 0,25 2,0 0,761 0,0087 
 
 
Graf  9: Stanovení volných aminoskupin metodou TNBSA  
(kolagen slepice mladá) 
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Tabulka 19: Hodnoty při stanovení koncentrace proteinů metodou TNBSA  
(kolagen slepice stará )   
 
Zkumavka Vvzorek (ml) 
Vk. octová 
(ml) 
Včinidlo 
(ml) 
Navážka 
lyofilizátu 
(mg/ml) 
Absorbance 
λ = 335 nm 
Množství 
aminoskupin 
(mg/ml) 
1 0,025 0,475 0,25 0,1 0,061 x 
2 0,062 0,438 0,25 0,25 0,095 0,0001 
3 0,125 0,375 0,25 0,5 0,154 0,0008 
4 0,187 0,313 0,25 0,75 0,213 0,0016 
5 0,250 0,250 0,25 1,0 0,362 0,0035 
6 0,312 0,188 0,25 1,25 0,455 0,0047 
7 0,375 0,125 0,25 1,5 0,508 0,0054 
8 0,437 0,063 0,25 1,75 0,596 0,0065 
9 0,5 0,0 0,25 2,0 0,649 0,0072 
 
 
Graf 10: Stanovení volných aminoskupin metodou TNBSA  
(kolagen slepice stará) 
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Tabulka 20: Hodnoty při stanovení koncentrace proteinů metodou TNBSA  
(hovězí kolagen)   
 
Zkumavka Vvzorek (ml) 
Vk. octová 
(ml) 
Včinidlo 
(ml) 
Navážka 
lyofilizátu 
(mg/ml) 
Absorbance 
λ = 335 nm 
Množství 
aminoskupin 
(mg/ml) 
1 0,025 0,475 0,25 0,1 0,010 x 
2 0,062 0,438 0,25 0,25 0,044 x 
3 0,125 0,375 0,25 0,5 0,114 0,0003 
4 0,187 0,313 0,25 0,75 0,287 0,0025 
5 0,250 0,250 0,25 1,0 0,452 0,0047 
6 0,312 0,188 0,25 1,25 0,626 0,0069 
7 0,375 0,125 0,25 1,5 0,674 0,0075 
8 0,437 0,063 0,25 1,75 0,719 0,0081 
9 0,5 0,0 0,25 2,0 0,855 0,0099 
 
 
Graf 11: Stanovení volných aminoskupin metodou TNBSA  
(hovězí kolagen) 
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Ze závislostí uvedených v grafech  8 – 11 je patrné, že metoda TNBSA vykazuje lineární 
koncentrační odezvu u všech analyzovaných vzorků do navážky minimálně 2 mg/ml. 
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Tabulka 21: Srovnání stanovených hodnot biuretovou a TNBSA metodou 
 
Biuretová metoda 
(navážka 2,5 mg/ml) 
Metoda TNBSA 
(navážka 1 mg/ml) Kolagen 
Obsah proteinů (mg/ml) Množství aminoskupin (mg/ml) 
kuřecí 4,20 0,0029 
slepice mladá 5,70 0,0040 
slepice stará 3,98 0,0035 
hovězí 1,11 0,0047 
 
Metoda TNBSA je jednou z mála možností, jak lze monitorovat u nerozpustných nebo 
omezeně rozpustných vzorků koncentraci volných aminoskupin. Tento údaj je důležitý 
zejména  z hlediska posouzení možností síťování daného preparátu. 
Z údajů uvedených v tabulce 21 je patrné, že nejvyšší obsah bílkovin v izolátu byl naměřen 
ve slepičím kolagenu mladé slepice následovaném kuřecím kolagenem, dále kolagenem ze 
starší slepice a nejnižší obsah byl zaznamenán v preparátu hovězího kolagenu. Obsah volných 
aminoskupin byl nejvyšší u slepičino kolagenu a nejnižší u kuřecího lyofilizátu, avšak rozdíly 
mezi preparáty jsou poměrně malé.  
 
4.3 PAGE – SDS elektroforéza 
                                                                                                                                                                
V návaznosti na předchozí práce i na literární údaje (cit) byla elektroforetická separace 
vzorků kolagenu prováděna většinou v 7,5% polyakralamidovém gelu. Pro srovnání byly 
pořízeny rovněž komerční 7,5% a 5% Precast gely (Bio-Rad). Příprava gelu a vzorků, barvení 
a odbarvování bylo provedeno způsoby popsanými v kapitole 3.4.1. 
 Jako standard byl použit vysokomolekulární proteinový standard 36 – 205 kDa (Sigma), 
proteinová směs 6 (Serva) a také vysokomolekulární proteinové standardy Dual Color a All 
Blue 10 – 250 kDa (BioRad). Na gel byly nanášeny vzorky vyizolovaného kolagenu 
z živočišných tkání, kolageny z ÚCHM FCH VUT Brno rozpuštěné v různých prostředí a 
také zakoupené, komerčně vyráběné purifikované kolageny. 
 
Tabulka 22: Složení vysokomolekulárního proteinového standardu 36 – 205 kDa (Sigma) 
 
Bílkovina Molekulární hmotnost (Da)
Myosin (králičí sval) 200 000 
-galaktozidáza (E. coli) 116 000 
Fosforyláza b (králičí sval) 97 000 
Hovězí sérový albumin 66 000 
Glutamátdehydrogenáza (hovězí játra) 55 000 
Vaječný albumin (kuřecí vejce) 45 000 
Glyceraldehyd-3-fosfát dehydrogenáza (králičí sval) 36 000 
 
Dle návodu výrobce by měl být vysokomolekulární proteinový standard naředěn 100 μl 
deionizované vody. Z důvodu zlepšení viditelnosti bandů u jednotlivých molekulárních 
hmotností byl obsah naředěn pouze 50 μl a na gel byl nanášen v množství 15 μl. 
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Tabulka 23: Složení proteinové směsi 6 (Serva) 
 
Bílkovina Molakulová hmotnost (Da) 
Fosforyláza B 97 400 
Hovězí albumin 67 000 
Vaječný albumin 45 000 
Karboanhydráza 29 000 
Sójový trypsín inhibitor 21 000 
Cytochrom C 12 500 
Hovězí trypsin (inhibitor) 6 500 
 
Stejně jako u vysokomolekulárního proteinového standardu byla u proteinové směsi 6 
optimalizována koncentrace. Obsah lahvičky byl naředěn na koncentraci 4 mg/ml, což je 2x 
více než je uváděno v návodu od výrobce. 
 
4.3.1 Elektroforetické stanovení izolátů kolagenu z živočišných tkání 
 
4.3.1.1 Optimalizace poměru kolagenu k pepsinu  
Poměr kolagenu k pepsinu byl testován v rozmezí 20 – 40 mg kolagenu a 10 – 30 mg 
pepsinu. Výsledky elektroforetické analýz jsou uvedeny na obr. 23.  
 
Obr. 23: Elektroforéze vysokomolekulárního standardu, proteinové směsi 6 a izolátů 
kolagenu kuřete a mladé slepice v různých koncentracích a poměrech k pepsinu 
 
      1     2     3     4     5    6     7     8     9   10   11  12        13    14   15    16    17   18    19    20   
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Tabulka 24: Nanesení vzorků na gel (obrázek 23) 
 
Číslo jamky Vzorek 
1 vysokomolekulární proteinový standard (Sigma) 
2 proteinová směs 6 
3 izolát kuřecí 20 mg/ 10 mg pepsinu 
4 izolát slepice mladá 20 mg/ 10 mg pepsinu 
5 izolát kuřecí 20 mg/ 20 mg pepsinu 
6 izolát slepice mladá 20 mg/ 20 mg pepsinu 
7 izolát kuřecí 20 mg/ 30 mg pepsinu 
8 izolát slepice mladá 20 mg/ 30 mg pepsinu 
9 izolát kuřecí 30 mg/ 10 mg pepsinu 
10 izolát slepice mladá 30 mg/ 10 mg pepsinu 
11 izolát kuřecí 30 mg/ 20 mg pepsinu 
12 izolát slepice mladá 30 mg/ 20 mg pepsinu 
13 izolát kuřecí 30 mg/ 30 mg pepsinu 
14 izolát slepice mladá 30 mg/ 30 mg pepsinu 
15 izolát kuřecí 40 mg/ 10 mg pepsinu 
16 izolát slepice mladá 40 mg/ 10 mg pepsinu 
17 izolát kuřecí 40 mg/ 20 mg pepsinu 
18 izolát slepice mladá 40 mg/ 20 mg pepsinu 
19 izolát kuřecí 40 mg/ 30 mg pepsinu 
20 izolát slepice mladá 40 mg/ 30 mg pepsinu 
Podmínky: 7,5% gel, 90 V, 120 mA, 4 hodiny 
 
Dle výsledků patrných na obrázku 23 se jeví nejvhodnější kombinací 40 mg kolagenu a 
10 mg pepsinu (jamka 15 a 16). Menší množství kolagenu je špatně viditelné a větší množství 
pepsinu ovlivní ostrost bandů. V dalších pokus byl tedy vždy vzorek na elektroforézu 
připravován v navážce 40 mg na 1 ml 0,5 M kyseliny octové s přídavkem 10 mg pepsinu. 
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4.3.1.2 Elektroforetické zobrazení rozdílu mezi kolagenem různého stáří 
V následujícím experimentu byl srovnán kolagen získaný z různě starého živočicha téhož 
druhu.  
 
Obr. 24: Elektroforéza vysokomolekulárního standardu, hovězího kolagenu a izolátů 
kolagenu 
 
            1              2             3               4               5               6 
 
 
Tabulka 25: Nanesení vzorků na gel (obrázek 24) 
 
Číslo jamky Vzorek 
1 vysokomolekulární proteinový standard All Blue (Bio-Rad) 
2 hovězí kolagen 
3 x 
4 izolát kuře 
5 izolát slepice mladá 
6 izolát slepice stará 
Podmínky: 5% Precast gel, 120 V, 150 mA, 70 minut 
 
Na obrázku 24 je zjevný rozdíl mezi kolagenem kuřecím a z mladé či staré slepice. 
V porovnání s hovězím kolagenem (jamka 2) se u všech jedná o kolagen typu I. Kuřecí 
kolagen je rozdělen na několik fragmentů (jamka 4), u mladé slepice je toto rozdělení méně 
patrné (jamka 5). Stará slepice obsahuje jen malé množství kolagenu, které lze obtížně 
zobrazit za stejných podmínek ve stejné intenzitě jako u kolagenu kuřecího či z mladé slepice 
(jamka 6). Také mohlo dojít k částečné degradaci či modifikaci kolagenu.  
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4.3.1.3 Elektroforéza izolátů z živočišných tkání 
V následujícím experimentu byly srovány izoláty získané z různých typů živočišných tkání. 
 
Obr. 25: Elektroforéza vysokomolekulárního standardu, proteinové směsi a izolátů kolagenu  
 
  1       2        3       4       5        6       7        8       9       10     11      12 
 
 
Tabulka 26: Nanesení vzorků na gel (obrázek 25) 
 
Číslo jamky Vzorek 
1 vysokomolekulární proteinový standard (Sigma) 
2 proteinová směs 6 
3 izolát kuřecí + pepsin 
4 izolát kuřecí + pepsin 
5 izolát slepice mladá + pepsin 
6 izolát slepice mladá + pepsin 
7 izolát slepice stará + pepsin 
8 izolát slepice stará + pepsin 
9 izolát kapří kůže + pepsin 
10 izolát kapří kůže + pepsin 
11 izolát vepřová kůže + pepsin 
12 izolát vepřová kůže + pepsin 
Podmínky: 7,5% gel, 90 V, 120 mA, 4 hodiny 
 
Podle výsledků elektroforézy na obrázku 25 všechny izoláty nanesené na gelu obsahují 
kolagen typu I. Dobře viditelné jsou bandy kolagenu z kapří a vepřové kůže. I zde je opět 
patrný rozdíl mezi kolagenem staré (jamka 7 a 8) a mladé slepice a kuřete. Nejdále na gelu je 
zobrazen band pepsinu.  
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Obr. 26: Elektroforéza vysokomolekulárního standardu, hovězího kolagenu a izolátů 
kolagenu 
 
        1              2            3              4             5             6             7               8 
 
 
Tabulka 27: Nanesení vzorků na gel (obrázek 26) 
 
Číslo jamky Vzorek 
1 vysokomolekulární proteinový standard (Sigma) 
2 hovězí kolagen 
3 x 
4 izolát kuře 
5 izolát slepice mladá 
6 izolát slepice stará 
7 izolát kapří kůže 
8 izolát vepřová kůže 
Podmínky: 7,5% gel, 120 V, 150 mA, 2 hodiny a 45 minut  
 
Na gelu na obrázku 26 je hovězí kolagen nanesen v příliš velké koncentraci, ale band o 
stejné molekulární hmotnosti jako u ostatních kolagenů v izolátech je patrný. V dalších 
pokusech byl tedy  nanášen v polovičním množství (tedy 10 μl). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 - 75 -
 
Obr. 27: Elektroforéza vysokomolekulárního proteinového standardu, komerčního kolagenu, 
hovězího kolagenu a izolátů kolagenu 
 
         1         2        3         4         5        6         7        8         9        10      11 
 
 
Tabulka 28: Nanesení vzorků na gel (obrázek 27) 
 
Číslo jamky Vzorek 
1 vysokomolekulární proteinový standard (Sigma) 
2 x 
3 Pure Col (Purified Bovine Collagen) 
4 x 
5 hovězí kolagen 
6 x 
7 izolát kuře 
8 izolát slepice mladá 
9 izolát slepice stará 
10 izolát kapří kůže 
11 izolát vepřová kůže 
Podmínky: 7,5% gel, 120 V, 150 mA, 2 hodiny a 45 minut  
 
Dle výsledků na obrázku 30 je patrné, že band komerčního hovězího kolagenu se shoduje 
s bandy ostatních kolagenů typu I. Podle výsledku uvedeného na obr.27 se však zdá, že čistota 
a koncentrace kolagenové frakce  zejména v preparátu z kuřecí kůže a kůže mladé slepice je 
vyšší než u komerčního hovězího kolagenu. 
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4.3.1.4 Barvení stříbrem  
V rámci optimalizace elektroforetického dělení a za účelem zvýšení citlivosti detekce 
proteinových frakcí v gelu bylo testováno rovněž barvení stříbrem, které patří k nejcitlivějším 
barvením v gelové elektroforéze a může být až o řád citlivější než barvení Comassie Blue 
[41].  
 
Obr. 28: Elektroforéza vysokomolekulárního standardu, hovězího kolagenu a izolátů 
kolagenu – barvení stříbrem 
 
                 1               2              3              4             5             6              7             8 
 
 
Tabulka 29: Nanesení vzorků na gel (obrázek 28) 
 
Číslo jamky Vzorek 
1 vysokomolekulární proteinový standard Dual Color (Bio-Rad) 
2 hovězí kolagen 
3 x 
4 izolát kuře 
5 izolát slepice mladá 
6 izolát slepice stará 
7 izolát kapří kůže 
8 izolát vepřová kůže 
Podmínky: 7,5% gel, 120 V, 150 mA, 80 minut 
 
Barvení stříbrem bylo zkoušeno jako alternativa k barvení pomocí Coomassie Brilliant Blue 
R-250. Jelikož touto metodou nebylo dosaženo lepších výsledků než u předchozího 
používaného barvení, nebylo dále aplikováno. Jedná se navíc o velice pracný  a zdlouhavý 
proces. 
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4.3.1.5 Aparatura Mini Protean Tetra Cell (Bio-Rad) – testování podmínek 
Gelová elektroforéza patří k metodám nejčastěji využívaným k charakterizaci frakcí 
kolagenu v izolátech. Umožňuje jednoznačne charakterizovat typ kolagenu podle celkové Mr 
a molekulové hmotnosti podjednotek a obvykle  umožní alespoň orientačně posoudit i čistotu 
preparátu a míru degradace. V další části práce byla testována odlišná aparatura než byla 
používána v předchozích experimentech. V této části pokusů byly kolagenové vzorky 
separovány na malém gelu o rozměrech 8 x 6 cm v jedné z nejpoužívanějších aparatur (Mini 
Protein Cell, BioRad). Separace byla prováděna postupem uvedeným v kapitole 3.4.1 a 
podmínky byly nastaveny dle údajů v tabulce 30. 
 
Obr. 29: Elektroforéze vysokomolekulárního proteinového standardu, hovězího kolagenu a 
izolátů kolagenu (100 V, 120 mA, 100 minut) 
 
            1      2      3,4     5      6       7       8       9 
 
 
Obr. 30: Elektroforéze vysokomolekulárního proteinového standardu, hovězího kolagenu a 
izolátů kolagenu (150 V, 120 mA, 50 minut) 
 
          1      2      3      4       5      6       7      8      9 
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Obr. 31: Elektroforéze vysokomolekulárního proteinového standardu, hovězího kolagenu a 
izolátů kolagenu (200 V, 150 mA, 25 minut) 
 
         1       2      3       4      5       6      7       8      9 
 
 
Tabulka 30: Nanesení vzorků na gel (obrázek 29, 30 a 31) 
 
Číslo jamky Vzorek 
1 vysokomolekulární proteinový standard Dual Color (Bio-Rad) 
2 Pure Col (Purified Bovine Collagen) 
3 hovězí kolagen 
4 x 
5 izolát kuře 
6 izolát slepice mladá 
7 izolát slepice stará 
8 izolát kapří kůže 
9 izolát vepřová kůže 
 
Na malé elektroforéze bylo provedeno v první fázi testování podmínek separace za využití 
standardních proteinových směsí. Výsledky separace jsou uvedeny na obrázcích 29 -31. 
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4.3.1.6 Elektroforéza izolátů kolagenu na aparatuře Mini Protean Tetra Cell  
Po obecném testování podmínek separace proteinů v malém gelu  byly optimalizovány 
podmínky separace kolagenů v 7,5 % polyakrylamidovém gelu.  
 
Obrázek 32: Elektroforéza vysokomolekulárního standardu, hovězího kolagenu a izolátů 
kolagenu na 7,5% gelu 
 
  1            2            3            4            5            6            7            8 
 
 
Tabulka 31: Nanesení vzorků na gel (obrázek 32) 
 
Číslo jamky Vzorek 
1 vysokomolekulární proteinový standard All Blue (Bio-Rad) 
2 hovězí kolagen 
3 x 
4 izolát kuře 
5 izolát slepice mladá 
6 izolát slepice stará 
7 izolát kapří kůže 
8 izolát vepřová kůže 
Podmínky: 7,5% gel, 120 V, 150 mA, 80 minut 
 
Analýza izolátů kolagenu na přístroji Mini Protean Tetra Cell s použitím nalévaného 7,5% 
gelu nedosáhlo takových výsledků jako na předchozí používané střední aparatuře (14 x 16 cm, 
OWL, USA). Standard se rozdělil velice hezky, ale bandy jednotlivých kolagenů se 
neoddělily a byly neostré.  
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4.3.1.7 Mini Protean Tetra Cell  - 7,5% Precast gel 
 
S ohledem na výsledky testovacích experimentů v nalévaných gelech byly v dalších 
pokusech na této aparatuře použity k separaci kolagenů komerční Precast gely. 
 
Obr. 33: Elektroforéza vysokomolekulárního standardu, hovězího kolagenu a izolátů na 7,5% 
Precast gelu 
 
          1             2             3             4             5             6            7             8 
 
 
Tabulka 32: Nanesení vzorků na gel (obrázek 33) 
 
Číslo jamky Vzorek 
1 vysokomolekulární proteinový standard All Blue (Bio-Rad) 
2 hovězí kolagen 
3 x 
4 izolát kuře 
5 izolát slepice mladá 
6 izolát slepice stará 
7 izolát kapří kůže 
8 izolát vepřová kůže 
Podmínky: 7,5% Precast gel, 120 V, 150 mA, 80 minut 
 
Na komerčních  7,5% Precast gelech pro aparaturu Mini Protean Tetra Cell bylo dosaženo 
mnohem lepších výsledků. Jsou patrné bandy jednotlivých kolagenů v izolátech a u hovězího 
kolagenu. Také se zjevně oddělily jednotlivé fragmenty u kolagenu kuřete a mladé slepice.  
Vyzkoušeny byly také 5% Precast gely. U elektroforézy na těchto gelech nebylo dosaženo 
příliš uspokojivých výsledků. Podařilo se však na tomto gelu dobře zobrazit rozdíl mezi 
stářím kolagenu u kuřete, mladé a staré slepice. Výsledky jsou uvedeny v kapitole 4.3.1.2. 
(obr.24) 
 
 
 - 81 -
4.3.2 Elektroforetické stanovení kolagenů z ÚCHM VUT Brno 
 
V rámci testovacích experimentů byly v dalších pokusech analyzovány některé speciální 
vzorky kolagenu získané z ÚCHM FCH VUT v Brně, kde jsou používány k přípravě 
kompozitních biomateriálů. 
 
Obr. 34: Elektroforéza vysokomolekulárního standardu, proteinové směsi 6, vzorků kolagenu 
z ÚCHM VUT Brno a izolátů kolagenu 
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Tabulka 33: Nanesení vzorků na gel (obrázek 34) 
 
Číslo jamky Vzorek 
1 vysokomolekulární proteinový standard (Sigma) 
2 proteinová směs 6 
3 Pure Col (Purified Bovine Collagen) 
4 Pure Col (Purified Bovine Collagen) 
5 kolagen v 0,1 M kyselině octové 
6 kolagen v 0,1 M kyselině octové 
7 kolagen ve vodě 
8 kolagen ve vodě 
9 kolagen + pepsin + HCl 
10 kolagen + pepsin + HCl 
11 Purified Soluble Collagen 
12 Purified Soluble Collagen 
13 izolát kuře 
14 izolát slepice mladá 
Podmínky: 7,5% gel, 90 V, 120 mA, 4 hodiny 
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Obr. 35: Elektroforéza vysokomolekulárního standardu, proteinové směsi 6, vzorků kolagenu 
z ÚCHM VUT Brno a izolátů kolagenu 
  
               1       2      3      4      5       6      7       8      9      10    11     12     13    14   15        
 
 
Tabulka 34: Nanesení vzorků na gel (obrázek 35) 
 
Číslo jamky Vzorek 
1 vysokomolekulární proteinový standard (Sigma) 
2 proteinová směs 6 
3 Pure Col (Purified Bovine Collagen) 
4 Pure Col (Purified Bovine Collagen) 
5 kolagen v 0,1 M kyselině octové 
6 kolagen v 0,1 M kyselině octové 
7 kolagen v 0,1 M kyselině octové (nový) 
8 kolagen v 0,1 M kyselině octové (nový) 
9 kolagen ve vodě 
10 kolagen ve vodě 
11 kolagen + pepsin + HCl 
12 kolagen + pepsin + HCl 
13 Purified Soluble Collagen 
14 Purified Soluble Collagen 
15 izolát slepice mladá 
Podmínky: 7,5% gel, 90 V, 120 mA, 4 hodiny 
 
Z výsledků elektroforéz je patrné, že kolageny typu I rozpuštěné ve všech prostředích jsou 
dobře viditelné a srovnatelné s komerčním purifikovaným kolagenem. Viditelně se nezobrazil 
pouze nový vzorek kolagenu rozpuštěného v 0,1 M kyselině octové (obrázek 35, jamka 7 a 8). 
Pro srovnání byl ke vzorkům z ÚCHM FCH VUT Brno přidány také vzorky izolátů kolagenu. 
Tyto vzorky byly v porovnání s ostatními také dobře viditelné a hezky oddělené. Pokud jde o 
specifické vzorky kolagenu, jako velmi čistý a kvalitní se jeví kolagen Pure Col, zatímco 
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v preparátu „Purified Soluble Collagen“ jsou opakovaně patrné degradační produkty 
projevující se jako rozmyté zóny (obr.34, 35). 
 
4.4 Studium stability izolátů kolagenu 
4.4.1 Fyziologická stabilita 
 
Fyziologická stabilita byla sledována u 4 různých kolagenů vyizolovaných z živočišných 
tkání v 6 různých prostředích postupem popsaným v kapitole 3.5.2. Ke sledování změn byly 
použity kolorimetrické metody (biuret a TNBSA) a PAGE - SDS elektroforéza. 
 
4.4.1.1 Biuretová metoda 
Biuretová metoda umožňuje posoudit změny koncentrace peptidových vazeb, což u 
rozpustných proteinů odpovídá přímo koncentraci proteinů.  U vláknité molekuly kolagenu 
však dochází při studiích stability v různých prostředích napřed k částečnému rozpletení a tím 
možnému zpřístupnění dalších vazeb reakci s biuretovým činidlem a ke zvýšení odezvy. Až 
poté dochází k postupné degradaci jednotlivých řetězců. Pouze enzym kolagenáza 
v dostatečné koncentraci je schopen poměrně rychle degradovat molekuly kolagenu až na 
peptidy, což má za následek pokles odezvy v biuretové rekaci. 
 
Tabulka 35: Naměřené a vypočítané hodnoty při stanovení fyziologické stability kolagenů 
biuretovou metodou (E1 směsný enzymový preparát extracelulárních hydroláz  z Fusarium 
solani, E2 směsný enzymový preparát z Alternaria alternata, E3 směsný enzymový preparát z 
Aureobasidium pullulans a E4 směsný enzymovýpreparát izolovaný  z Phanerochaete 
chrysosporium) 
 
HODNOTY ABSORBANCE 550 nm 
Kolagen Čas (h) 
Fyziologický 
pufr Kolagenáza Enzym 1 Enzym 2 Enzym 3 Enzym 4 
2 0,257 2,382 0,267 0,264 0,261 0,281 kuřecí 
24 0,265 2,184 0,286 0,127 0,384 0,352 
2 0,355 2,375 0,412 0,373 0,373 0,362 slepice 
mladá 24 0,386 2,230 1,355 0,369 0,817 0,630 
2 0,139 1,899 0,720 0,286 0,141 0,227 slepice 
stará (5 let) 24 0,234 1,882 1,661 0,290 0,843 0,846 
2 0,009 0,969 0,028 0,017 0,014 0,039 hovězí 24 0,115 0,980 0,118 0,046 0,046 0,257 
KONCENTRACE PEPTIDOVÝCH VAZEB (mg/ml) 
Kolagen Čas (h) 
Fyziologický 
pufr Kolagenáza Enzym 1 Enzym 2 Enzym 3 Enzym 4 
2 0,94 9,27 0,98 0,97 0,96 1,04 kuřecí 24 0,97 8,49 1,06 0,43 1,44 1,31 
2 1,33 9,24 1,55 1,40 1,40 1,35 slepice 
mladá 24 1,45 8,67 5,25 1,38 3,14 2,40 
2 0,48 7,38 2,76 1,06 0,49 0,82 slepice 
stará (5 let) 24 0,85 7,31 6,44 1,07 3,24 3,25 
2 x 3,73 0,05 0,002 x 0,09 hovězí 24 0,39 3,78 0,40 0,11 0,11 0,94 
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Kolagenáza byla přidávána v množství 10 mg/ml, takže hodnoty v tabulce 35 v příslušném 
sloupci jsou poněkud zkresleny touto skutečností. Podle odezvy preparátu inkubovaného ve 
fyziologickém pufru lze  odhadnout, že k nejméně rozpustným a tedy k nejstabilnějším patří 
hovězí kolagen (minimální odezva) a rovněž kolagen izolovaný ze staré slepice. Zatímco 
kuřecí kolagen a kolagen z mladé slepice zůstávaly stabilní ve fyziologickém pufru po dobu 
24 hod, dva další výše diskutované vzorky poněkud degradovaly a odezvy na biuretovou 
reakci vzrostla.  
Aplikace čtyř druhů plísňovýh enzymů vedla k odlišné odezvě podle typu enzymu i druhu 
kolagenového izolátu. Pokud srovnáme hodnoty za 2 hod a 24 hod aplikace, k nejmenším 
změnám došlo u kuřecího kolagenu v případě všech 4 enzymových preparátů. Nejaktivnější 
účinek ve smyslu vzrůstu obsahu peptidových vazeb vykazovaly preparáty z Fusarium solani 
a Aureobasidium pullulans. Oba tyto preparáty obsahují peptidázovou aktivitu. 
Při aplikaci kolagenázy nedošlo k výraznému zvyšení počtu přístupných peptidických vazeb 
ani po 24 hodinové inkubaci, naproti tomu aplikace plísňových enzymových preparátů 
vyvolala průdký nárůst absorbance a tedy i koncetrace peptidických vazeb po 24 hodinové 
inkubaci. Protože koncentrace proteinu ve vzorcích se změnit nemohla, je vysoce 
pravděpodobné, že působením enzymů (1 - 4) došlo k rozrušení struktury kolagenu, čímž 
došlo k zpřístupnění dalších peptidických vazeb pro biuretovo činidlo. 
Podle naměřených hodnot je nejstabilnějším kolagenem v různých fyziologických 
prostředích kolagen hovězí a kuřecí. U hovězího kolagenu ve fyziologickém prostředí došlo 
oproti 2 hodinové inkubaci po 24 hodinách zřejmě z mírném rozpuštění.  
U kolagenu mladé slepice došlo k největším změnám u enzymů Fusarium solani a 
Aureobasidium pullulans. Kolagen ze staré slepice byl ze všech testovaných kolagenů 
nejméně stabilní. V prostředí enzymů vykazuje největší přírůstek peptidových vazeb, což 
značí jeho naštěpení. 
 
4.4.1.2 Metoda TNBSA 
Metoda TNBSA umožňuje posoudit změny koncentrace volných aminoskupin, odezva tedy 
roste s rostoucím stupněm degradace proteinu. Rovněž tato metoda byla použita ke sledování 
stability kolagenů. 
 
Tabulka 36: Naměřené a vypočítané hodnoty při stanovení fyziologické stability kolagenů 
metodou TNBSA 
 
HODNOTY ABSORBANCE 335 nm 
Kolagen Čas (h) 
Fyziologický 
pufr Kolagenáza Enzym 1 Enzym 2 Enzym 3 Enzym 4 
2 0,061 1,474 0,063 x x 0,068 kuřecí 24 0,064 2,775 0,082 0,046 0,391 0,591 
2 0,092 1,802 0,090 0,090 0,149 0,171 slepice 
mladá 24 0,106 3,127 0,045 0,044 0,181 0,485 
2 x 1,414 0,502 0,027 0,008 0,123 slepice 
stará (5 let) 24 x 1,450 1,572 0,113 0,435 0,612 
2 x 0,242 x x x x hovězí 24 x 0,246 x x x 0,520 
KONCENTRACE AMINOSKUPIN (mg/ml) 
Kolagen Čas (h) 
Fyziologický 
pufr Kolagenáza Enzym 1 Enzym 2 Enzym 3 Enzym 4 
kuřecí 2 x 0,0179 x x x x 
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24 x 0,0348 x x 0,0039 0,0065 
2 0,00001 0,0222 x x 0,0008 0,0010 slepice 
mladá 24 0,0002 0,0393 x x 0,0012 0,0051 
2 x 0,0171 0,0053 x x 0,0004 slepice 
stará (5 let) 24 x 0,0176 0,0191 0,0003 0,0044 0,0067 
2 x 0,0020 x x x x hovězí 24 x 0,0020 x x x 0,0056 
x .... volné AMK nebyly detekovány 
 
Aplikace všech enzymů vedla k nárůstu volných aminokyselin ve vzorku, což může být 
považováno za důkaz narušení kolagenu. Jedinou vyjímkou byl kolagen vyizolovaný z mladé 
slepice.  
U kolagenázy, která je enzymem specifickým pro štěpení kolagenu, došlo patrně 
k markantnímu narušení struktury, což vedlo k uvolnění aminokyselin, které se projevilo 
vysokými hodnotami absorbance. Hodnoty zjištěné u kolagenázy však mohou být zkresleny 
samotným enzymovým preparátem. Také aplikace plísňových enzymů vedla k narušení 
struktury kolagenu a navýšení koncetrace volných AMK ve vzorku.  
Z vizuálního hlediska došlo k největším změnám v prostředí kolagenázy, kdy byl kolagen 
úplně rozpuštěn. V ostatních enzymatických prostředích došlo po 2 hodinách pouze 
k nabobtnání kolagenu, po 24 hodinách k rozpadu kolagenu na menší kousky. Ve 
fyziologickém pufru došlo po 2 i po 24 hodinách pouze k nabobtnání kolagenu.  
 
 
 
4.4.1.3 PAGE – SDS elektroforéza 
Průběh fyziologické stability kolagenů byl monitorován rovněž pomocí elektroforézy 
PAGE-SDS. 
 
Obr. 36: Elektroforéza vzorků kuřecího kolagenu po inkubaci v různých fyziologických 
prostředích 
 
                      1      2      3      4      5      6      7      8       9     10    11     12    13   14 
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Obr. 37: Elektroforéza vzorků kolagenu mladé slepice  po inkubaci v různých fyziologických 
prostředích 
 
           1      2      3     4      5      6       7      8      9     10    11    12    13    14 
 
 
 
Obr. 38: Elektroforéza vzorků kolagenu staré slepice po inkubaci v různých fyziologických 
prostředích 
 
        1      2       3      4      5      6       7      8      9      10    11     12    13    14 
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Obr. 39: Elektroforéza vzorků hovězího kolagenu po inkubaci v různých fyziologických 
prostředích 
 
           1     2     3      4     5      x      6     7      8     9     10    11   12    13   14     
 
 
Tabulka 37: Nanesení vzorků na gel (obrázek 36 - 39) 
 
Číslo jamky Vzorek 
1 vysokomolekulární proteinový standard (Sigma) 
2 izolát kuře / slepice mladá / slepice stará / hovězí kolagen  
3 fyziologický pufr / po 2 hodinách 
4 fyziologický pufr / po 24 hodinách 
5 kolagenáza / po 2 hodinách 
6 kolagenáza / po 24 hodinách 
7 enzym z Fusarium solani / po 2 hodinách 
8 enzym z Fusarium solani / po 24 hodinách 
9 enzym z Alternaria alternata / po 2 hodinách 
10 enzym z Alternaria alternata / po 24 hodinách 
11 enzym z Aureobasidium pullulans / po 2 hodinách 
12 enzym z Aureobasidium pullulans / po 24 hodinách 
13 enzym z Phanerochaete chrysosporium / po 2 hodinách 
14 enzym z Phanerochaete chrysosporium / po 24 hodinách 
Podmínky: 7,5% gel, 120 V, 150 mA, 2 hodiny a 45 minut 
 
Výsledky elektroforéz jednotlivých kolagenů jasně zobrazují účinek kolagenázy, která 
kolagen úplně rozpustila - tento jev je patrný vymizením bandů kolagenu a přírůstkem zón 
odpovídajícíh fragmentaci (vysokomolekulární fragmenty po 2 hod působení enzymu jsou do 
24 hod rozloženy na nízkomolekulární fragmenty). V ostatních enzymatických prostředích je 
zjevná pouze nepatrná změna, fragmentace je patrná zejména u vzorků kolagenu hovězího a 
ze staré slepice hydrolyzovaného enzymy z A. pullulans a P. chrysosporium (bandy 11-14, 
obr.38, 39). V prostředí fyziologického pufru se s kolagenem nestalo téměř nic a bandy se 
zobrazují jasně a ostře. 
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Výsledky stabilitního experimentu je možné interpretovat tak, že aplikace kolagenázy vedla 
k narušení struktury kolagenu, což je patrné zejména z výsledků elektroforézy. Aplikace 
ostatních enzymů vedla také k degradaci struktury kolagenu, ovšem v důsledku toho, že 
proteázy přítomné v testovaných enzymových preparátech nebyly substrátově specifické pro 
kolagen, nebyla efektivita štěpení kolagenu natolik vysoká, což se projevilo nárůstem 
přístupných peptidických vazeb, ale kolagen nebyl zcela degradován (viz výsledky 
elektroforézy). Též aktivita proteáz v těchto preparátech byla stanovena pouze orientačně a 
nebyla zřejmě dostatečná.  
 
4.4.2 Tepelná stabilita 
 
Tepelná stabilita byla sledována u tří různých kolagenů při třech teplotách postupem 
popsaným v kapitole 3.5.1. Ke sledování změn byly použity kolorimetrické metody (biuret a 
TNBSA) a PAGE - SDS elektroforéza. 
 
4.4.2.1 Biuretová metoda 
 
Tabulka 38: Naměřené a vypočítané hodnoty při stanovení tepelné stability kolagenů 
biuretovou metodou 
 
Absorbance 550 nm Koncentrace peptidových vazeb (mg/ml) Kolagen 
Tlab. 
(ihned) 
Tlab. 
(1 hod) 
40°C 
(1 hod) 
80°C 
(1 hod) 
Tlab. 
(ihned) 
Tlab. 
(1 hod) 
40°C 
(1 hod) 
80°C 
(1 hod) 
kuřecí       0,126 0,235 0,408 0,563 0,43 0,86 1,53 2,14 
slepice 
mladá 0,128 0,414 0,694 0,861 0,44 1,56 2,65 3,31 
slepice stará 
(5 let) 0,113 0,162 1,193 1,347 0,38 0,57 4,61 5,21 
 
Graf 12: Hodnoty koncentrace peptidových vazeb ve vzorcích  v závislosti na teplotě 
naměřených biuretovou metodou 
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Hodnoty koncentrace peptidových vazeb se s rostoucí teplotou zvyšují u všech 
analyzovaných vzorků, což odpovídá postupnému rozvíjení nadmolekulární struktury 
kolagenu na jednotlivá vlákna. Nejrychleji tepelně degraduje kolagen ze staré slepice, kuřecí 
kolagen se jeví jako tepelně nejstabilnější. 
 
4.4.2.2 Metoda TNBSA 
 
Tabulka 39: Naměřené a vypočítané hodnoty při stanovení tepelnéé stability kolagenů 
metodou TNBSA 
 
Absorbance 335 nm Koncentrace aminoskupin  (mg/ml) Kolagen 
Tlab. 
(ihned) 
Tlab. 
(1 hod) 
40°C 
(1 hod) 
80°C 
(1 hod) 
Tlab. 
(ihned) 
Tlab. 
(1 hod) 
40°C 
(1 hod) 
80°C 
(1 hod) 
kuřecí       0,113 0,155 0,190 0,221 0,0003 0,0008 0,0013 0,0017 
slepice 
mladá 0,295 0,220 0,226 0,567 0,0026 0,0017 0,0017 0,0062 
slepice stará 
(5 let) 0,091 0,077 0,919 1,116 x x 0,0107 0,0133 
 
Graf 13: Hodnoty množství aminoskupin ve vzorcích v závislosti na teplotě naměřených 
metodou TNBSA 
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I z výsledků TNBSA vyplývá, že kuřecí kolagen je oproti slepičímu odolnější a při 80°C 
stále ještě dostatečně stabilní. Se stářím organismu stabilita kolagenu zjevně klesá, což 
potvrzují vzrůstající koncentrace peptidových vazeb i volných aminoskupin. 
Kolagen staré slepice je při laboratorní teplotě méně rozpustný než oba zbývající kolageny, 
se vzrůstající teplotou zřejmě také vzrůstá jeho rozpustnost a klesá stabilita. Výsledky tepelné 
stability prokazují nejmenší stabilitu u kolagenu staré slepice a potvrzují tak poznatky, 
kterých bylo dosaženo při sledování fyziologické stability (kapitola 4.4.1) 
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4.4.2.3 PAGE – SDS elektroforéza 
Tepelná stabilita byla sledována u tří různých kolagenů rovněž pomocí gelové 
elektroforézy. Výsledky jsou uvedeny na obr.40 a 41. 
 
Obr. 40: Elektroforéza vzorků kolagenu kuřete a mladé slepice po inkubaci při různých 
teplotách 
 
              1      2      3      4       5     6               1      2      3      4      5      6    
 
 
 
Obr. 41: Elektroforéza vzorků kolagenu kuřete staré slepice po inkubaci při různých teplotách 
 
        1      2       3       4       5      6  
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Tabulka 40: Nanesení vzroků na gel (obrázek 40 a 41) 
 
Číslo jamky Vzorek 
1 vysokomolekulární proteinový standard (Sigma) 
2 izolát kuře / slepice mladá / slepice stará  
3 laboratorní teplota – odběr ihned 
4 laboratorní teplota – odběr po 1 hodině 
5 40°C – odběr po 1 hodině 
6 80°C – odběr po 1 hodině 
Podmínky: 7,5% gel, 120 V, 150 mA, 2 hodiny a 45 minut 
 
Záznamy gelové elektroforézy vzorků podrobených testování tepelné stability potvrzují 
výsledky vyplývající z naměřených hodnot u biuretové metody a metody TNBSA. Se 
vzrůstající teplotou nedošlo u kolagenu kuřete a mladé slepice téměř k žádným změnám. 
Oproti tomu u kolagenu staré slepice došlo k destrukci kolagenu, což potvrzují fragmentární 
profily patrné v liniích 5 a 6 na obr.41. 
 
4.4.3 Mikrobiální stabilita kolagenu  
 
V další části experimentů byla sledována stabilita kolagenu v přítomnosti dvou druhů 
běžných humánních patogenních bakterií 2.třídy nebezpečnosti – E.coli a Pseudomonas 
aeruginosa. Příprava vzorků kolagenu, kultivace bakterií a další kroky byly provedeny 
postupem popsaným v kapitole 3.5.3. 
Nárůst počtu bakterií byl orientačně stanoven spektrofotometricky, koncentrace volných 
aminoskupin u vzorků kolagenu byla stanovena metodou TNBSA. Vliv kultivace bakterií na 
povrch kolagenu byl sledován pod mikroskopem s horním svícením. 
 
4.4.3.1 Kultivace bakterií Pseudomonas aeruginosa a Escherichia coli 
 
Obr. 42 : Kuřecí, slepičí a hovězí kolagen před a po lyofilizaci 
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Obr. 43: Lyofilizované vzorky kolagenů z nalitým médiem a zaočkovanými bakteriemi, na 
druhém obrázku jsou média bez kolagenu se zaočkovanou kulturou 
 
 
 
 
 
Obr. 44: Kuřecí, slepičí a hovězí kolagen po 48 hodinové inkubaci v médiu bez kultury 
 
 
 
Obr. 45: Kuřecí, slepičí a hovězí kolagen po 48 hodinové inkubaci v médiu s kulturou 
Pseudomonas aeruginosa 
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Obr. 46: Kuřecí, slepičí a hovězí kolagen po 48 hodinové inkubaci v médiu s kulturou E. coli 
 
 
 
4.4.3.2 Měření zákalu – posouzení růstu bakterií 
 Bakteriální růst lze sledovat turbidimetricky pomocí měření zákalu. Zákal byl měřen při 
630 nm proti samotnému médiu. Z hodnot absorbance lze získat orientační představu o počtu 
bakterií a také posoudit, zda přítomnost kolagenu v médiu růst neinhibovala. 
 
Tabulka 41: Naměřené hodnoty absorbancí pro posouzení růstu bakterií 
 
Absorbance při 630 nm Kolagen bez kultury P. aeruginosa E. coli 
kuřecí 0,705 0,556 
0,803 
0,859 
1,797 
1,945 
slepičí 1,378 0,545 
0,853 
0,760 
1,870 
1,871 
hovězí 0,436 0,416 
1,465 
1,802 
1,865 
1,856 
Kontrola (bez kolagenu) 1,741 1,828 
Žlutě označená hodnota vyjadřuje kontaminaci. 
 
Z výsledků absorbancí je patrné, že kultura Escherichia coli rostla více v objemu média – 
vyšší hodnoty absorbancí, kultura Pseudomonas aeruginosa se více sorbovala na povrch 
kolagenu. Přítomnost kolagenu neinhibovala růst ani jedné z kultur. 
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4.4.3.3 PAGE – SDS elektroforéza 
Změny kolagenu v přítomnosti bakterií byly sledovány rovněž pomocí gelové elektroforézy. 
Získané záznamy jsou uvedeny na obr.47 až obr.49. 
 
Obr. 47: Elektroforéza kuřecího kolagenu po kultivaci bakteriemi 
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Obr. 48: Elektroforéza slepičího kolagenu po kultivaci bakteriemi 
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Obr. 49: Elektroforéza hovězího kolagenu po kultivaci bakteriemi 
 
              1       2       3       4       5       6       7 
 
 
Tabulka 42: Nanesenů vzorků na gel (obrázek 47 - 49) 
 
Číslo jamky Vzorek 
1 vysokomolekulární proteinový standard All Blue 
2 izolát kuře / slepice / slepice hovězí  
3 médium + Pseudomonas aeruginosa  
4 médium + Escherichia coli 
5 kolagen bez kultury 
6 kolagen + Pseudomonas aeruginosa 
7 kolagen + Escherichia coli 
Podmínky: 7,5% Precast gel, 120 V, 150 mA, 70 minut 
 
Oba testované bakteriální kmeny jsou potenciálními lidskými patogeny, a proto byly 
testovány jejich účinky na vybraných izolátech kolagenů. Kolageny nijak neinhibovaly růst 
bakterí. Zatímco kultura Escherichia coli rostla spíše v objemu média, bakterie Pseudomonas 
aeruginosa se spíše sorbovala na povrch kolagenů. Tento jev je patrný z hodnot zákalu 
uvedených v tabulce 40.  
Z výsledků elektroforézy je opět patrné, že bakterie Pseudomonas aeruginosa se více 
sorbovaly na povrch kolagenu, čímž narušily jeho strukturu. U kolagenů v prostředí bez 
kultury a v přítomnosti Escherichie coli , kde došlo spíše k zpřístupnění šroubovice kolagenu 
a ne k jejímu hlubokému narušení, nejsou patrné příliš velké změny. Tyto závěry potvrzují i 
výsledky mikroskopického pozorování (tabulka 43). Nejodolnějším kolagenem v prostředí 
bakterií je zcela jasně kolagen hovězí, na všech snímcích je patrné zachování struktury 
vláken. U kolagenů kuřete a slepice došlo k většímu či menšímu narušení povrchu bez 
viditelného zachování vláken. Pozorované skutečnosti by mohly souviset mimo jiné i 
s aminokyselinovým složením jednotlivých kolagenových izolátů (kapitola 4.6) 
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Tabulka 43: Mikroskopické snímky povrchů kolagenů exponovaných bakteriálním kulturám
Kolagen Bez kultury Pseudomonas aeruginosa Escherichia coli 
Kuřecí 
  
Slepičí 
 
Hovězí 
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4.5 Viskozimetrická analýza kolagenových izolátů  
 
Ve spolupráci s ÚSFCH FCH VUT v Brně byly v návaznosti na loňská data termické 
analýzy získaná metodou ultrazvukové spektroskopie pořízeny údaje z viskozimetrických 
meření (přístroj ARG2 TA Instruments; použitá geometrie - koncentrické válce; smyková 
rychlost 0,1 1/s; teplotní režim od 20 do 90°C za 120 minut). Měřeny byly vzorky kolagenu 
izolovaného z kuřecích a slepičích kůží různého stáří a pro srovnání surový hovězí kolagen 
v koncentraci asi 100 mg/ml (dle množství dostupného materiálu). Byla měřena závislost 
viskozity (přesněji tzv. „shear viskosity“) na teplotě. Ze srovnání kolagenu z mladé a staré 
slepice sice nelze určit přesné teploty denaturace (Obr. 54), ale je zřejmé, že kolagen ze staré 
slepice denaturuje při mnohem vyšších teplotách. Uvedené výsledky jsou potvrzením, že 
pomocí viskozimetre lze rovněž získat údaje o fyzikálně-chemických vlastnostech 
kolagenových izolátů.  
 
Obr.50 : Viskozimetrie hovězího kolagenu 
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Obr. 51: Viskozimetrie kuřecího kolagenu 
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Obr.52: Viskozimetrie – mladá slepice 
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Obr.53:Viskozimetrie – stará slepice 
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Obr.54 :Srovnání viskozimetrických dat získaných analýzou kolagenového izolátu z mladé a 
staré slepice 
 
0
0,02
0,04
0,06
0,08
0,1
0,12
0,14
20 30 40 50 60 70 80 90
teplota  °C
vi
sk
oz
ita
 P
a.
s
mlada stara
denaturace kolagenu z  mladé s lepice
denaturace kolagenu z e s taré s lepice
 
 
 - 99 -
Vyneseným parametrem je u všech grafů viskozita. Obecně se dá říci, že pokud její hodnota 
klesá, jedná se o rozpouštění, disagregaci (odezva na teplo), vzrůstá-li, jedná se o procesy 
agregace (což může být i želatinace). 
U všech vzorků je viditelný společný slabší vzestup okolo 35 °C, patrnější lépe u hovězího 
a kuřecího kolagenu. U všech vzorků poté signál klesá (vzorky se rozpouští) asi do 45 °C, pak 
končí proces rozpouštění (kuřecí, krůtí kůže) a signál při dalším zahřívání přechodně roste 
(agregace) – u hovězího vzorku tento jev klesá od cca 65°C, u ostatních vzorků lze pozorovat 
stagnaci (kuřecí) nebo lokální maxima (slepičí) o různé teplotě v závislosti na stáří jedince. U 
kuřecího a hovězího kolagenu dochází k prudkému vzrůstu viskozity nad 80°C, podobně je 
tomu u mladé slepice, kde lze pozorovat kolísavý průběh s řadou maxim. U staré slepice je 
patrný jediný ostrý vzrůst viskozity při cca 78°C, což zřejmě odpovídá dřívější teplotě 
denaturace. 
Srovnání výsledků s analýzou metodou PAGE-SDS lze jen orientačne, poněvadž byly 
testovány skokově pouze 3 teploty zahřátí, nejvyšší byla teplota 80°C. Při této teplotě byl 
nejméně stabilní kolagen ze staré slepice, což je v souladu i s viskozimetrickými daty. Je třeba 
připomenout, že elektroforetická analýza navíc není příliš přesná, záleží na mnoha faktorech 
(koncentraci naneseného vzorku, citlivosti barvení, intenzitě odbarvení pozadí). 
4.6 Aminokyselinové složení izolátů kolagenu  
 
Aminokyseliny byly stanoveny ve spolupráci s Ústavem výživy, zootechniky a zoohygieny 
VFU v Brně. Ve vzorcích byly stanoveny celkové dusíkaté látky a jednotlivé aminokyseliny. 
Vzorky byly upraveny kyselou hydrolýzou 6 N HCl po dobu 24 hodin při 110 ˚C. Tato 
metoda však není vhodná pro stanovení sirných aminokyselin. Jejich hodnota po kyselé 
hydrolýze je nižší než odpovídá skutečnosti. 
 
Tabulka 44 :Aminokyselinové složení kolagenových izolátů 
 
Chemický 
rozbor (g/kg) Kolagen kuře 
Kolagen 
slepice mladá 
Kolagen 
slepice stará 
Srovnávací 
kolagen 
hovězí [39] 
NL 142,9 159,5 229,9 984,0 
K. asparagová 12,1 13,7 16,3 59,4 
Threonin 5,2 6,4 6,8 17,9 
Serin 5,6 6,5 8,8 32,5 
K. glutamová 16,0 18,4 23,8 95,8 
Prolin 8,4 (5,88 %) 10,9 (6,83 %) 24,1 (10,48 %) 147,4 (14,98 %)
Glycin 14,4 (10,07 %) 16,6 (10,41 %) 41,5 (18,05 %) 195,6 (19,88 %)
Alanin 9,4 10,9 18,8 86,2 
Valin 6,6 7,5 7,9 24,1 
Methionin 1,9 2,8 2,7 5,4 
Isoleucin 5,2 5,9 5,2 15,3 
Leucin 9,8 11,0 11,1 29,9 
Tyrosin 3,3 4,2 3,9 4,9 
Phenylalanin 5,1 5,6 6,9 19,5 
Histidin 3,4 4,0 4,2 10,8 
Lysin 10,1 (7,07 % NL) 11,7 (7,34 %) 12,1 (5,26 %) 37,4 (3,80 %) 
Arginin 12,6 14,2 22,3 81,8 
 - 100 - 
 
Obsah hlavních strukturních komponent kolagenu (aminokyseliny glycin, prolin, případně 
lysin – odkaz teorie) je v tab.44 vyjádřen mimo jiné i v % z celkového obsahu dusíkatých 
látek (NL). Pro srovnání je do tabulky 44 doplněn i vzorek komerčního hovězího kolagenu 
analyzovaný v loňském roce [39]. Ze srovnání zastoupení hlavních strukturních aminokyselin 
je patrné, že hovězí kolagen obsahuje nejvyšší procento prolinu (14,98%) i glycinu (19,88%). 
Měl by tedy mít rigidnější strukturu (neohebná pevná vlákna) než preparáty izolované 
z kuřecích a slepičích kůží. Z drůbežích preparátů je nejvyšší zastoupení obou těchto 
aminokyselin nalezeno v izolátu kolagenu ze staré slepice (Pro 10,48%, Gly 18,05%). Vyšší 
kompaktnost proteinů je zřejmě závislá na stáří jedince, poněvadž kolagen z mladé slepice 
obsahuje pouze cca 60% z hodnoty Pro i Gly; podobné zastoupení lze nalézt i v kuřecím 
preparátu. 
Zajímavý je obsah aminokyseliny lysinu v analyzovaných tkáních. Lysin je důležitý 
z hlediska reaktivity kolagenu v procesu síťování, podílí se na tvorbě intra- a 
intermolekulárních vazeb a jeho vyšší obsah zajišťuje rezistenci jak k termální, tak i 
k enzymové degradaci [42]. Lysin je v hovězím kolagenu zastoupen pouze 3,80%, zatímco 
v kuřecím a mladém slepičím preparátu je obsah lysinu skoro dvojnásobný (kolem 7 %). U 
starší slepice obsah lysinu v kolagenu klesá, zřejmě byla část využita právě k tvorbě vnitřních 
příčných vazeb. Vyšší obsah lysinu u drůbežích kůží by mohl souviset s jejich vyšší odolností 
vůči termickým i enzymatickýcm vlivům.   
4.7 Analýza stopových prvků ve vzorcích živočišných tkání 
 
Stopové prvky byly měřeny ve vybraných vzorcích živočišných tkání metodou ICP-OES 
podle údajů uvedených v kapitole 3.6. Přehled koncentrací stopových prvků nalezených 
v jednotlivých vzorcích je uveden v přehledné tabulce v Příloze 1.  
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5 ZÁVĚRY  
 
 V rámci předložené diplomové práce byla zpracována literární rešerše zaměřená na 
přehled využití kolagenu jako složky biomateriálů a na molekulární charakterizaci 
kolagenu z různých typů živočišných tkání. Kolagen má široké klinické a 
spotřebitelské využití, proto je nutné zajistit, aby byl jako materiál bezpečný, 
s vhodnými vlastnostmi a použitelný v odlišných aplikacích. Biologické projevy 
těchto materiálů ve specifických aplikacích jsou stále velmi diskutovanou oblastí 
biomedicínského výzkumu. 
 
 Předložená práce byla zaměřená na optimalizaci postupu izolace kolagenu z různých 
druhů živočišných tkání, na optimalizaci metod molekulární charakterizace těchto 
izolátů a na studium stability izolátů kolagenu v modelových prostředích. K popisu 
molekulárních vlastností kolagenů byly použity kolorimetrické metody (biuretová a 
metoda TNBSA), PAGE–SDS elektroforéza a viskozimetrie. Kolagenové izoláty byly 
studovány na tepelnou a fyziologickou stabilitu. Byl také proveden pokus zaměřený na 
mikrobiální stabilitu kolagenových izolátů.  
 
 Izolace kolagenu byla provedena z  kuřecí, slepičí, kapří a vepřové kůže. Pro účely 
studia vlivu stáří jedince na vlastnosti izolovaného kolagenu byl drůběží kolagen 
izolován z kuřete a dále z mladé a z 5 let staré slepice. K izolaci byl použit 
optimalizovaný extrakční postup využívající kombinaci detergentů, rozpouštědel a 
vysolení. Největší výtěžek purifikovaného kolagenu byl získán z kuřecí kůže, dále 
z kapří a z vepřové. Naopak nejnižšího výtěžku bylo dosaženo u staré slepice. Tato 
kůže oproti ostatním tuhá a obsahovala velké množství tuku, což negativně ovlivnilo 
jednotlivé extrakční kroky. Velmi důležitým krokem pro izolaci s dobrým výtěžkem je 
dostatečná dezintegrace živočišného materiálu. Vyizolované kolageny byly 
lyofilizovány, čímž bylo možné zjistit přibližný obsah vody v izolátech, který se 
pohyboval průměrně kolem 70 %. Pro zjištění přesnějšího obsahu proteinů v izolátech 
by bylo nutné použít opakovanou extrakci či dialýzu.  
 
 Kolorimetrické metody byly optimalizovány na hovězím sérovém albuminu a 
kalibovány na standardním kolagenu Typ I (biuretová reakce) nebo na aminokyselinu 
lysin (TNBSA). V lyofilizátech komerčního hovězího kolagenu a izolovaného 
kolagenu z kuřecí, slepičí, kapří a vepřové kůže byla stanovena koncentrace proteinů 
(peptidových vazeb) biuretovou metodou a koncentrace volných aminoskupin 
metodou TNBSA. Nejvyšší obsah bílkovin v izolátu byl naměřen ve slepičím 
kolagenu mladé slepice následovaném kuřecím kolagenem, dále kolagenem ze starší 
slepice a nejnižší obsah byl zaznamenán v preparátu hovězího kolagenu. Obsah 
volných aminoskupin byl nejvyšší u slepičiho kolagenu a nejnižší u kuřecího 
lyofilizátu, avšak rozdíly mezi preparáty jsou poměrně malé. Dále byly obě 
kolorimetrické metody použity i pro sledování stability izolátů živočišných tkání 
v modelových prostředích.  
 
 PAGE – SDS elektroforéza probíhala na 7,5% gelu nebo na komerčních 5% a 7,5% 
Precast gelech za podmínek separace 90 V a 120 mA nebo 120 V a 150 mA. Výsledky 
separací izolátů a komerčních kolagenů prokázaly úspěšnost izolace a relativní čistotu 
vyizolovaného kolagenu. U všech izolátů se jedná o kolagen typu I, kterému odpovídá 
frakce s molekulární hmotností přibližně 150 kDa. Pomocí elektroforetické separace 
byl zjištěn rozdíl v charakteru, čistotě a koncentraci kolagenu v izolátu z kuřete, mladé 
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 Podle odezvy preparátu inkubovaného ve fyziologickém pufru lze  odhadnout, že 
k nejméně rozpustným a tedy k nejstabilnějším patří hovězí kolagen a rovněž kolagen 
izolovaný ze staré slepice. Zatímco kuřecí kolagen a kolagen z mladé slepice zůstávaly 
stabilní ve fyziologickém pufru po dobu 24 hod, dva další uvedené vzorky poněkud 
degradovaly a odezvy na biuretovou reakci vzrostla. Aplikace čtyř druhů plísňových 
enzymů vedla k odlišné odezvě podle typu enzymu i druhu kolagenového izolátu. Ze 
srovnání hodnot za 2 hod a 24 hod inkubace vyplývá že k nejmenším změnám došlo u 
kuřecího kolagenu v případě všech 4 enzymových preparátů. Nejaktivnější účinek ve 
smyslu vzrůstu obsahu peptidových vazeb vykazovaly preparáty z Fusarium solani a 
Aureobasidium pullulans. Oba tyto preparáty obsahují peptidázovou aktivitu.  
 
 Z vizuálního hlediska došlo k největším změnám v prostředí kolagenázy, kdy byl 
kolagen úplně rozpuštěn. V ostatních enzymatických prostředích došlo po 2 hodinách 
pouze k nabobtnání kolagenu, po 24 hodinách k rozpadu kolagenu na menší kousky. 
Ve fyziologickém pufru došlo po 2 i po 24 hodinách pouze k nabobtnání kolagenu. 
Celkově lze shrnout, že aplikace kolagenázy vedla k narušení struktury kolagenu, což 
je patrné i z výsledků gelové elektroforézy. Aplikace ostatních enzymů vedla také 
k degradaci struktury, ovšem v důsledku odlišné substrátové specifity plísňových 
proteáz kolagen nebyl zcela degradován. 
 
 Z hodnot naměřených při sledování tepelné stability vybraných izolátů kolagenu jasně 
vyplývá, že kuřecí kolagen je oproti slepičímu odolnější a i při 80°C stále ještě 
dostatečně stabilní. Kolagen staré slepice jevil při laboratorní teplotě nižší rozpustnost 
než kolagen kuřecí či z mladé slepice. Ovšem se vzrůstající teplotou zřejmě došlo také 
ke zvýšení jeho rozpustnosti a k poklesu stability. Výsledky tepelné stability 
prokazující nejmenší odolnost vůči zvýšení teploty u kolagenu staré slepice potvrzují 
výsledky, kterých bylo dosaženo při sledování fyziologické stability. Se stářím 
kolagenu jeho odolnost zjevně klesá, což potvrzují vzrůstající koncentrace 
peptidických vazeb a volných aminokyselin a také výsledky PAGE–SDS 
elektroforézy. 
 
 Mikrobiální stabilita kolagenových izolátů byla testována v přítomnosti bakteriálních 
kmenů Pseudomonas aeruginosa a Escherichia coli. Oba testované kmeny jsou 
potenciálními lidskými patogeny. Přítomnost kolagenu v médiu žádným způsobem 
neinhibovala růst těchto bakterií. Z naměřených hodnot zákalu lze usoudit, že kultura 
E. coli rostla v objemu média, zatímco kultura P. aeruginosa se spíše sorbovala na 
povrch kolagenů. Tyto závěry potvrzují i výsledky gelové elektroforézy. Bakterie P. 
aeruginosa se více sorbovaly na povrch kolagenu, čímž narušily jeho strukturu. U 
kolagenů v prostředí bez kultury a v přítomnosti E. coli, kde došlo spíše k zpřístupnění 
šroubovice kolagenu a ne k jejímu hlubokému narušení, nejsou patrné příliš velké 
změny. Dalším potvrzením těchto závěrů je sledování účinku bakterií pod 
mikroskopem. Nejodolnějším kolagenem v prostředí bakterií je jednoznačně hovězí 
kolagen – na všech snímcích je patrné zachování struktury vláken, zatímco u kolagenu 
kuřete a slepice došlo k menšímu či většímu narušení povrchu bez viditelného 
zachování vláken. 
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 V návaznosti na loňská data termické analýzy získaná metodou ultrazvukové 
spektroskopie byly ve spolupráci s ÚSFCH FCH VUT v Brně pořízeny údaje 
z viskozimetrických meření. Byla měřena závislost viskozity (přesněji tzv. „shear 
viskosity“) na teplotě u vzorků kolagenu izolovaného z kuřecích a slepičích kůží 
různého stáří a pro srovnání surový hovězí kolagen. U všech vzorků je viditelný 
společný slabší vzestup okolo 35 °C, lépe patrný u hovězího a kuřecího kolagenu. U 
všech vzorků poté signál klesá asi do 45 °C, poté končí proces rozpouštění a signál při 
dalším zahřívání přechodně roste. U kuřecího a hovězího kolagenu dochází 
k prudkému vzrůstu viskozity nad 80°C, podobně je tomu u mladé slepice. U staré 
slepice je patrný jediný ostrý vzrůst viskozity při cca 78°C, což zřejmě odpovídá nižší 
teplotě denaturace. Srovnání výsledků s analýzou metodou PAGE-SDS odpovídá 
snížené tepelné stabilitě vzorku ze staré slepice ve srovnání zejména s kuřecím 
kolagenem. 
 
 Aminokyselinové složení izolátů kolagenu z kuřete, mladé a staré slepice bylo 
stanoveno ve spolupráci s Ústavem výživy, zootechniky a zoohygieny VFU v Brně. 
Ze srovnání obsahu hlavních strukturních aminokyselin je patrné, že hovězí kolagen 
obsahuje nejvyšší procento prolinu (14,98%) i glycinu (19,88%). Měl by tedy mít 
rigidnější strukturu (neohebná pevná vlákna) než kuřecí a slepičí izoláty. Z drůbežích 
preparátů je nejvyšší zastoupení obou těchto aminokyselin nalezeno v izolátu 
kolagenu ze staré slepice (Pro 10,48%, Gly 18,05%). Vyšší kompaktnost proteinů je 
zřejmě závislá na stáří jedince, poněvadž kolagen z mladé slepice obsahuje pouze cca 
60% z hodnoty Pro i Gly (podobné zastoupení lze nalézt i v kuřecím preparátu).   
 
 Z hlediska reaktivity kolagenu v procesu síťování, podílení se na tvorbě intra- a 
intermolekulárních vazeb a  zajištění rezistence k termální i k enzymové degradaci je 
velmi důležitý lysin. Lysin je v hovězím kolagenu zastoupen pouze 3,80%, zatímco 
v kuřecím a mladém slepičím preparátu je obsah lysinu skoro dvojnásobný (kolem 7 
%). U starší slepice obsah lysinu v kolagenu klesá, zřejmě byla část využita právě 
k tvorbě vnitřních příčných vazeb. Vyšší obsah lysinu u drůbežích kůží by mohl 
souviset s jejich vyšší odolností vůči termickým i enzymatickýcm vlivům. 
 
 Ze zjištěných výsledků je patrné, že drůběží kolagen může být vhodnou a ekonomicky 
dostupnou alternativou k hovězímu kolagenu použitelnou i průmyslově. Molekulární 
charakteristiky a obecná stabilita se vyrovnají komerčnímu hovězímu kolagenu, 
tepelná stabilita kuřecího kolagenu je vyšší a naopak fyziologická a zejména 
mikrobiologická stabilita poněkud nižší. Drůbeží kolagen však může sloužit jako 
bazální matrice k přípravě vhodých biokompozitů stabilizovaných jinými typy 
polymerů.  
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6 SEZNAM POUŽITÝCH ZKRATEK 
 
AA  akrylamid 
AMK  aminokyselina 
APS  persíran amonný 
Arg  arginin 
Asp  kyselina asparagová 
ATP  adenosintrifosfát 
BIS  N,N´-methylenbisakrylamid 
BSE  bovinní spongiformní encefalopatie („nemoc šílených krav“) 
DNA  deoxyribonukleová kyselina 
ECM  extracelulární matrix 
EDS  Ehlersův – Danlosův syndrom 
ER  endoplazmatické retikulum 
Glu  kyselina glutamová 
Gly  glycin 
Hyl  hydroxylysin 
Hyp  hyrdoxyprolin 
Lys  lysin 
MMPs  matrixové metaloproteinázy 
NK  nukleové kyseliny 
PAGE  elektroforéza v polyakrylamidovém gelu 
ppm  parts per million 
RNA  ribonukleová kyseliny 
SDS  dodecylsíran sodný 
Td  denaturační teplota 
TEMED N,N,N´,N´- tetramethylethylendiamin 
TNBSA kyselina 2,4,6 - trinitrobenzensulfonová 
Tris  tris(hydroxymethyl)aminomethan 
Ts  teplota smrštění 
UV  ultrafialová oblast záření 
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